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5-TH2, receptor serotoninérgico tipo 2 
AADC, L-amino ácido descarboxilasa 
AC, adenilato ciclasa 
Acb, núcleo acumbens  
ADHD, attention-deficit/hyperactivity disorder; 
trastorno por déficit de atención e hiperactividad 
ADP, adenosín difosfato 
AMPc, adenosín monofostafo cíclico 
ATP, adenosín-5-trifosfato 
BDNF, brain derived neurotrophic factor; factor 
neurotrófico derivado del cerebro 
Bmax, número de sitios de unión 
CaMK, calcium-calmodulin-dependent protein 
kinase; proteína cinasa dependiente de calcio-
calmodulina 
ChAT, acetilcolintransferasa 
CPu, caudado putamen  
CR, calretinina 
CRE, cAMP response element; elemento de 
respuesta a AMPc 
CREB, cAMP response element binding protein; 
proteína de unión al elemento de respuesta a 
AMPc 
DAB, 3-3`diaminobencidina 
DAG, diacilglicerol 
DMEN, Dubelcco´s modified Eagle´s medium 
DMSO, dimetil sulfóxido 
DO, densidad óptica 
DOR, receptor δ opioide 
D(1-5)R, receptores dopaminérgicos(1-5) 
D4.xR, variante polimórfica del receptor 
dopaminérgico D4 
ERK, extracelular signal-regulated kinase, 
cinasa regulada por señales extracelulares 
FC, fold-change, valor de expression diferencial 
FCS, fetal calf serum; suero fetal bovino 
GDP, guaninosín difosfato 
GEF, guanine nucleotide exchange factor, factor 
de intercambio del nucleótido de guanina 
GFP, green fluorescent protein, proteína verde 
fluorescente 
GIRK, G protein-coupled inwardly-rectifying 
potasium channel; canal de potasio rectificador 
hacia el interior acoplado a proteína G 
GO, Gene Ontology, Ontología génica 
GPCR, G protein-coupled receptor; receptor 
acoplado a proteína G 
GRK, G protein-coupled receptor kinase, 
proteína cinasa reguladora de proteína G 
GTP, guaninosín-5-trifosfato 
HA, hemaglutinin; hemaglutinina 
HEK293T, human embryonic kidney cells; 
células embrionarias de riñón humano 
iNOS, inducible nitric oxid synthase, óxido 
nítrico sintasa inducible 
IP3, inositol-1,4,5-trifosfato  
JNK, c-Jun N-terminal kinase; proteína c-Jun N-
terminal 
Kd,  constante de disociación  
Ki, constante de afinidad  
KOR, receptor κ opioide 
LC, locus coeruleos  
L-DOPA, L-3,4-dihidroxifenilalanina 
MAPK, Mitogen-Activated Protein Kinases; 
proteínas cinasas activadas por mitógeno 
MOR, receptor µ opioide 
MP, membrana plasmática 
N/OFQ, nociceptinas/orfaninas FQ  
NF-κB, nuclear-factor kappa B; factor nuclear 
kappa B 
NHE, Na+/H+ exchanger,  intercambiador de 
Na+/H+ 
ORL-1, receptor de nociceptina/orfanina 
PAG, periaqueductal grey, área gris 
periacuduectal 
PDE, phosphodiesterase E, fosfodiesterasa E 
PDZ, Post-Synaptic-Density-95/ Discs-Large/ 
ZO1 
PIP2, fofasfatidilinositol 4,5- bifosfato 
PKA, proteína cinasa A dependiente de AMPc 
PKC, proteína cinasa C 
PL, fosfolipasa  
PL-C, fosfolipasa C 
PLC, preferencia de lugar condicionada 
PLCβ, fosfolipasa Cβ 
PV, parvoalbúmina 
Receptor PDGFβ, receptor del factor de 
crecimiento derivado de plaquetas tipo β 
RGS, regulator of G protein signaling, proteína 
reguladora de proteína G 
RGS12, regulator of G protein signaling type 12, 
proteína reguladora de proteína G tipo 12 
RMA, robust Multi-array Average 
SH2, Scr-Homology 2 
SN, sustancia negra 
SNc, sustancia negra compacta 
SNr, sustancia negra reticular 
SS, somatostatina 
TH, tirosina hidroxilasa 
VNTR, variable number of tandem repeats, 
repeticiones en tándem de número variable 
VTA, ventral tegmental area, área tegmental 
ventral 
YFP, yellow fluorescent protein, proteína 
amarilla fluorescente 
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Introducción 
1. Receptores acoplados a proteína G 
En un organismo pluricelular la comunicación entre las células que lo componen es un 
requisito fundamental para mantener la homeostasis. Esta comunicación intercelular es 
especialmente relevante en el Sistema Nervioso. Para que se establezca dicha comunicación, 
las células tienen la capacidad de reconocer moléculas (ligandos) liberadas al medio 
extracelular mediante proteínas especializadas llamadas receptores. La interacción de un 
ligando con el receptor activa una cascada de procesos físicos y químicos que finalmente 
producen la respuesta a la señal inicial. Los ligandos o agonistas son de naturaleza muy 
diversa e incluyen lípidos, péptidos o aminoácidos, entre otros (Armbruster y Roth, 2005).  
Los receptores se clasifican en dos grandes grupos: 1) receptores que forman un canal 
iónico; 2) receptores acoplados a proteína G (G protein-coupled receptors, GPCR). 
1.1.  Estructura de los receptores acoplados a proteína G 
Los GPCR representan la familia más numerosa de receptores de membrana, con 
aproximadamente mil miembros codificados por el genoma humano (Fredriksson et al., 2003). 
Su estructura, descrita por primera vez por Lefkowitz y Kobilka en la década de los ochenta, 
consiste en un monómero con un extremo N-terminal expuesto al espacio extracelular, siete 
dominios transmembrana en α-hélice que atraviesan la membrana y que se unen por bucles 
extra e intracelulares, y un extremo C-terminal en el espacio intracelular (Gether, 2000; Kobilka 
et al., 1988; Pierce et al., 2002) (Figura 1). El dominio N-terminal, los bucles extracelulares y 
los bolsillos formados entre los dominios transmembrana están implicados en la unión al 
ligando. Los dominios intracelulares y el extremo C-terminal están estrechamente relacionados 
con el acople de los GPCR a proteínas y moléculas de señalización intracelular, entre ellas las 
proteínas G (Wess, 1997). Los receptores son susceptibles de sufrir modificaciones 
postraduccionales (Figura 1) como N-glucosilación en el extremo N-terminal, palmitoilación de 
un residuo cisteína del extremo C-terminal (Jia et al., 2014), fosforilación o ubiquitinación 
(Shenoy, 2007). Todas estas modificaciones son cruciales para determinar las características 
de señalización, regulación y tráfico del receptor (Jia et al., 2014; Marchese et al., 2008; 
Shenoy et al., 2001). 
1.2. Activación de los receptores acoplados a proteína G 
1.2.1. Activación de la proteína G 
Cuando un ligando se une a su GPCR se producen modificaciones conformacionales del 
receptor que promueven la unión del mismo a la proteína G trimérica, compuesta por las 
subunidades α, β y γ. La proteína G se activa y se produce el intercambio de guaninosín 
difosfato (GDP) por guaninosín trifosfato (GTP) en la subunidad Gα, desencadenando la 
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disociación de las subunidades Gβγ. Ambas subunidades, Gα-GTP y Gβγ, activan a su vez una 
gran variedad de efectores como se verá más adelante. Finalmente, gracias a la actividad 
GTPasa intrínseca de Gα, se hidroliza el GTP y las 3 subunidades de la proteína G se vuelven 
a asociar para pasar a un estado inactivo (Figura 2; revisado por Sóvágó et al., 2001). Cada 
tipo de proteína Gα presenta una actividad hidrolítica distinta. Además, existen proteínas 
asociadas que aceleran la hidrólisis del GTP, llamadas proteínas reguladoras de proteína G 
(Regulator of G protein signalling, RGS), que al mejorar la actividad GTPasa reducen la 
duración y la amplitud de la respuesta (Cabrera-Vera et al., 2003; Hollinger y Hepler, 2002). 
 
Figura 1. Estructura general de los receptores acoplados a proteína G  
Se detallan las características principales de los GPCR. Abreviaturas: COOH: extremo C- terminal; EC1-3: bucles 
extracelulares; IC1-3: bucles intracelulares; MP: membrana plasmática; NH2: extremo N-terminal. 
Como se ha comentado antes, la proteína G es un heterómero compuesto por tres 
subunidades (α, β y γ). Existen dieciséis genes que codifican para las subunidades Gα, cinco 
para Gβ y doce para las subunidades Gγ (Cabrera-Vera et al., 2003). En base a la similitud de 
la subunidad Gα, las proteínas G se subdividen en cuatro familias: 1) Gαs (se acoplan y activan 
la enzima adenilato ciclasa (AC)); 2) Gαi/o (se acoplan e inhiben AC, activan los canales de 
potasio rectificadores hacia el interior acoplados a proteína G (G protein-coupled inwardly-
rectifying potasium cannel, GIRK); 3) Gαq/11 (se acoplan y activan la fosfolipasa Cβ (PLCβ)); y 
4) Gα12/13 (se acoplan y activan el factor de intercambio de guanina Rho). Se han identificado 
cinco subunidades Gβ y doce Gγ. En general, la mayoría de las subunidades Gβ pueden 
dimerizar con cualquier subunidad Gγ, y se cree que de las subunidades que conformen el 
dímero depende la eficiencia en la activación del efector (Tabla 1) (Cabrera-Vera et al., 2003; 
Pierce et al., 2002). 
1.2.2. Vías de señalización activadas por los receptores acoplados a proteína G 
Muchas de las respuestas mediadas por los GPCR son el resultado de la integración de 
varias vías de señalización intracelular. A continuación se describen algunas de las vías más 
importantes que se activan tras la unión de un ligando a su GPCR (Figura 3). 
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Figura 2. Ciclo de activación/desactivación de las proteínas G  
En el estado inactivo (1), las tres subunidades Gα, Gβ y Gγ están asociadas entre sí, con GDP unido a Gα. La fijación 
del ligando al receptor (2) induce el acoplamiento del receptor a la proteína G trimérica y el intercambio de GDP por 
GTP. La proteína G pasa al estado activo (3), la subunidad Gα-GTP se disocia de las subunidades Gβγ, quedando 
ambas libres para actuar sobre sistemas efectores específicos. La asociación de Gα con el efector estimula la actividad 
GTPasa de Gα y el GTP es hidrolizado a GDP. RGS acelera la actividad GTPasa. La proteína G vuelve al estado 
inactivo (1).  
Abreviaturas: AC, Adenilato ciclasa; COOH, extremo C-terminal; GDP, guaninosín difosfato; GTP, guaninosín trifosfato; 
GPCR, receptor acoplado a proteína G; MP, membrana plasmática; NH2, extremo N-terminal; Pi, fosfato; α, subunidad 
Gα; βγ, subunidades Gβγ; RGS, proteína reguladora de proteína G. 
Familia Subtipos principales Efectores 
Gαs Gαs, Gαolf 
AC 
GTPasa de tubulina, src, canales de Ca2+ 
Gαi/o 
Gαi-1, Gαi-2, Gαi-3, Gαo/A, Gα0/B, 
GαZ, Gαt1, Gαt2, Gαg 
AC, canales de Ca2+ 
Canales de K+ 
cGMP PDE, src, GTPasa de tubulina 
Gαq/11 Gαq, Gα11, Gα14, Gα15, Gα16 PLCβ 
Gα12/13 Gα12, Gα13 Rho GEF (p115), PLD, NHE, iNOS 
Gβγ 
Diferentes combinaciones de 
subunidades β y γ 
Cinasas de GPCR, PKC, PKD, PLs, Cinasa PI3 
Influencia en AC, canales de calcio y potasio 
Tabla 1. Clasificación de las subunidades de la proteína G trimérica 
Se detallan los principales subtipos y efectores de cada familia de las subunidades de las proteínas G. En negrita se 
resaltan los efectores más destacados. Las flechas hacia arriba indican activación, la flecha hacia abajo indica 
inhibición. Abreviaturas: AC, adenilato ciclasa; cinasa PI3, fofstidilinositol 3-cinasa; GEF, factor de intercambio del 
nucleótido de guanina; iNOS, óxido nítrico sintasa inducible; NHE, intercambiador de Na+/H+; PDE, fosfodiesterasa E; 
PLs, fosfolipasas; PLD, fosfolipasa D;PLCβ, fosfolipasa C (β); scr, proteína tirosin cinasa Src. Tabla adaptada de 
Cabrera-Vera et al., 2003.  
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Adenilato ciclasa 
Uno de los mecanismos más importantes de señalización de los GPCR es la regulación 
de AC a través de GαS y Gβγ que la activan, y de Gαi que la inhibe (Rehmann et al., 2007). AC 
cataliza la formación de adenosín monofostafo cíclico (AMPc) a partir de adenosín trifosfato 
(ATP). El AMPc es un segundo mensajero muy importante que a su vez activa a la proteína 
cinasa A dependiente de AMPc (PKA). La PKA activada puede fosforilar y activar otras 
proteínas efectoras implicadas en el metabolismo de la glucosa y en el control de la expresión 
génica (Rehmann et al., 2007). AC también está regulada por otras proteínas cinasas y por los 
niveles de calcio intracelular (Sadana y Dessauer, 2009), por lo que es capaz de integrar las 
señales que proceden de distintos GPCR y efectores. 
 
Figura 3. Esquema representativo de las principales vías de señalización de los receptores acoplados a 
proteína G  
El GPCR se acopla a la proteína G y se inhibe/activa AC alterando la producción de AMPc y la actividad de PKA. 
Además se activa PLCβ que media en la producción de IP3 y DAG. IP3 media la liberación de calcio a partir de 
depósitos intracelulares. El calcio, junto a DAG, activa a PKC y a diferentes CaMK. También se activan o inhiben 
canales iónicos que hiperpolarizan la neurona y disminuyen su excitabilidad. A través de la proteína Gβγ se activa a la 
proteína Sos, y ésta a su vez fosforila a Ras activando la cascada de ERK. PKA, CaMKIV y ERK1/2 convergen en la 
fosforilación de CREB conduciendo a su activación. Abreviaturas: AC, adenilato ciclasa; AMPc, AMP cíclico; ATP, 
adenosín trisfosfato; CaMK, proteína quinasa dependiente de calcio y calmodulina; CREB, proteína de unión al 
elemento de respuesta a AMPc; DAG, 1,2-diacilglicerol; ERK, cinasa regulada por señal extracelular; GIRK, canal 
rectificador hacia el interior de potasio acoplado a proteína G; IP3, inositol-1,4-5-trisfosfato; MEK, serina/treonina cinasa 
activada por mitógeno; MP, membrana plasmática; P, fósforo; PKA, proteína cinasa A; PKC, proteína cinasa C, PLCβ, 
fosfolipasa Cβ; Raf-1, serina/treonina quinasa; Ras, proteína G monomérica; Sos, proteína de la familia de factores de 
intercambio de guanina.  
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Fosfolipasa C  
Los GPCR activan PLCβ a través de Gαq/11 y subunidades Gβγ producidas por la 
disociación de Gαi. Esta enzima hidroliza al fosfolípido de membrana fofasfatidilinositol 4,5- 
bifosfato (PIP2) dando lugar a la formación de los segundos mensajeros inositol-1,4,5-trifosfato 
(IP3) y diacilglicerol (DAG). El IP3 media la liberación intracelular de calcio del retículo 
endoplasmático. El calcio es un segundo mensajero fundamental en varias actividades 
celulares (Berridge, 1998). Por ejemplo, se une a proteínas dependientes de calcio como la 
calmodulina, que a su vez activa otras proteínas cinasas (Bootman et al., 2001). DAG activa la 
proteína cinasa C (PKC), que fosforila a múltiples efectores y proteínas modulando el 
funcionamiento de la célula (Berridge, 2009; Marinissen y Gutkind, 2001). 
Canales iónicos 
Los GPCR pueden modular o influir en la excitabilidad neuronal a través de su 
interacción directa o indirecta con canales iónicos. Los GIRK (Lücsher y Slesinger, 2010) o los 
canales de calcio son ejemplos de canales iónicos regulados directamente por estos receptores 
(Altier, 2012; Turner et al., 2011). Indirectamente los GPCR pueden regular los canales iónicos 
a través del aumento en los niveles de segundos mensajeros como el AMPc y el calcio 
producidos por su activación.  
Cascada de las MAPK/ERK 
Muchos GPCR, como los receptores de dopamina, son capaces de activar o inhibir la 
cascada de las MAPK/ERK (Mitogen-Activated Protein Kinases; proteínas cinasas activadas 
por mitógeno). En primer lugar, Raf-1 integra la señal extracelular captada por el complejo 
receptor/Ras (es decir, el receptor acoplado a una proteína G monomérica) hacia el interior 
celular mediante una cascada de fosforilaciones mediadas por cinasas citosólicas. Raf-1 
fosforila y activa a MEK, que a su vez fosforila y activa a ERK1/2. Posteriormente, estas 
proteínas fosforiladas se translocan al núcleo donde fosforilan diversos factores de 
transcripción, regulando la expresión génica (Davis, 1995). En ocasiones, los receptores 
acoplados a proteína Gi inducen la activación de las MAPK por acción de las subunidades Gβγ, 
que reclutan a la proteína Sos en la membrana, lo que produce un intercambio de GDP por 
GTP en la proteína Ras quedando ésta activada (Marinissen y Gutkind, 2001). También las 
proteínas Gq, mediante la activación de PKC, activan proteínas Raf que a su vez inducen la 
activación de las MAPK. Como se verá más adelante la activación de las vías de las MAPK 
también puede ser un proceso independiente de proteínas G (Beaulieu y Gainetinov, 2011). 
1.2.3. Interacción de los receptores acoplados a proteína G con otras proteínas 
Existen dos familias de proteínas que universalmente interactúan con los GPCR, las 
proteínas cinasas reguladoras de proteína G (G protein-coupled receptor kinase, GRK) y las β-
arrestinas (Lefkowitz, 1998; Pitcher et al., 1998; Shenoy y Lefkowitz, 2003). Como se verá más 
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adelante, gracias a estas familias de proteínas se regula la actividad de los GPCR estimulados. 
Pero más allá de modular al receptor, la β-arrestina también funciona como un importante 
transductor de señales intracelulares. 
Segundos después de la unión del agonista al GPCR, éste empieza a ser fosforilado por 
las GRK en el extremo C-terminal y en los bucles intracelulares, lo que promueve la interacción 
de la β-arrestina con el receptor, y con ello la activación o inhibición de cascadas de 
señalización. La β-arrestina tiene un papel fundamental, actuando como adaptador para la 
interacción del GPCR con Raf, ERK y otras proteínas, que finalmente da lugar a la activación 
de las MAPK (Reiter et al., 2012). Cuando las MAPK se activan por acción de β-arrestina éstas 
se concentran en el citosol (Ahn et al., 2004) en lugar de translocarse al núcleo, y allí regulan la 
actina del citoesqueleto, promoviendo cambios en la morfología de la célula (Lefkowitz et al., 
2007). 
La β-arrestina también modula a varios efectores activados por los GPCR a través de la 
proteína G. Por ejemplo, es capaz de inhibir la síntesis de AMPc al bloquear la activación de la 
proteína Gαs, y también mediante la fosfodiesterasa PDE4D, que aumenta la tasa de 
degradación del segundo mensajero (Perry et al., 2002). Por ambos mecanismos se inhibe la 
activación de PKA. 
Además de la β-arrestina, existen otras proteínas andamio o scaffolding que se asocian 
a los GPCR. Gracias a estas proteínas se crean microdominios en lugares específicos de la 
célula capaces de modular las señales al definir la composición de los complejos de 
señalización y su localización (Cotecchia et al., 2012). La interacción se produce por dominios 
presentes en la secuencia del receptor afines a dominios específicos de estas proteínas, que 
incluyen dominios PDZ (Post-Synaptic-Density-95/Discs-Large/ZO1), SH2 (Scr-Homology 2) o 
SH3. Ejemplos de este tipo de interacciones de proteínas con dominios PDZ (Fanning y 
Anderson 1999) son el factor regulador de intercambio de Na+/H+ que interacciona con el 
receptor β2-adrenérgico promoviendo su internalización (Cotecchia et al., 2012), la proteína 
PDS-95 que se asocia al receptor β1-adrenérgico permitiendo su interacción con los receptores 
NMDA de glutamato (Cotecchia et al., 2012) o la espinofilina que se asocia al receptor 
dopaminérgico D2 y al α2-adrenérgico como andamio para que interaccione con la proteína PP1 
(Richman et al., 2001; Smith et al., 1999). Entre las proteínas que contienen un dominio SH3 se 
encuentra la endofilina 1/2/3, que interactúa específicamente con el receptor β1-adrenérgico, 
promoviendo el desacople a Gαs y su internalización (Tang et al., 1999). 
1.3. Regulación de los receptores acoplados a proteína G 
Tal y como se ha descrito anteriormente, la unión del ligando a su GPCR desencadena 
una cascada de señalización que finalmente produce una respuesta celular. Sin embargo, son 
necesarios mecanismos que regulen la activación del receptor y la cascada de señalización 
que éste ha provocado para prevenir una sobreestimulación y permitir que la célula esté 
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preparada para un estímulo futuro. Las estrategias celulares para regular la actividad del 
receptor incluyen mecanismos de desensibilización, internalización y cambios en la tasa de 
síntesis y/o degradación del receptor. 
1.3.1. Desensibilización de receptores 
Durante la desensibilización, la activación del GPCR se atenúa rápidamente tras la unión 
del ligando. El primer paso de la desensibilización es el desacoplamiento del GPCR y la 
proteína G. Esto ocurre normalmente como resultado de la fosforilación del receptor a través de 
diferentes proteínas cinasas. Dependiendo del tipo de proteína que interviene en el proceso se 
denomina desensibilización homóloga o heteróloga. La desensibilización homóloga, también 
conocida como desensibilización dependiente de agonista, se produce por la fosforilación del 
receptor por GRK (Hausdorff et al., 1990). Estas proteínas únicamente fosforilan al receptor 
cuando está unido al agonista (Benovic et al., 1986). En la desensibilización heteróloga, las 
cinasas como PKA o PKC (Hausdorff et al., 1990), que son activadas como resultado de la 
activación de las cascadas de señalización disparadas por la unión del ligando, pueden 
fosforilar a un receptor tanto si está activo como si está inactivo. En este caso, un receptor que 
no ha sido activado puede ser desensibilizado por la activación de un receptor distinto 
(revisado por Claing et al. 2002).  
1.3.2. Internalización, reciclaje y degradación de receptores  
La internalización de un GPCR es el proceso mediante el cual el receptor es reclutado de 
la superficie celular por endocitosis, de modo que se rompe su interacción con la proteína G y 
otros efectores de las vías de señalización intracelular.  
Para el caso de los GPCR, la internalización se produce por formación de vesículas 
recubiertas de clatrinas (Doherty y McMahon, 2009; Wolfe y Trejo, 2007). El mecanismo por el 
que el receptor es endocitado varía según el tipo de receptor y el estado de activación del 
mismo (Wolfe y Trejo, 2007). Cuando un GPCR unido a su ligando se activa y después se 
fosforila por las GRK, se exponen sitios de alta afinidad para la unión de la proteína β-arrestina. 
Las múltiples interacciones del receptor con la β-arrestina permiten el acoplamiento de la 
clatrina y de la proteína adaptadora de clatrina AP-2. Posteriormente se forma una vesícula que 
se separa de la membrana por acción de la GTPasa dinamina. Una vez internalizado, el 
receptor puede ser reciclado a la membrana plasmática o degradado en los lisosomas (Figura 
4) (Claing et al., 2002; Wolfe y Trejo, 2007). La ubiquitinación del receptor es un requisito para 
que éste sea dirigido a los lisosomas para su degradación (Shenoy et al., 2001).  
La activación repetida y prolongada de los GPCR produce la disminución del número de 
receptores funcionales en la célula, lo que resulta en la atenuación de la transducción de la 
señal. Ocurre en respuesta a un aumento en la degradación y/o una disminución de la 
biosíntesis del receptor (Tsao y van Zastrow, 2000). 
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Figura 4. Internalización de receptores acoplados a proteína G  
Cuando un agonista se une al receptor, éste se acopla a la proteína G activándose diversas cascadas de señalización 
(1). Inmediatamente las GRK fosforilan al receptor en sitios específicos del tercer lazo intracelular y el extremo C-
terminal, exponiendo sitios de gran afinidad para la β-arrestina (2). Se produce entonces el desacoplamiento entre el 
receptor y la proteína G, y el inicio de su desensibilización. La β-arrestina se transloca hacia la membrana plasmática e 
interacciona con el receptor, y al mismo tiempo se acopla a AP-2 y clatrinas (3). Las clatrinas polimerizan y se forma 
una vesícula de endocitosis (4), que por acción de la dinamina se separa de la membrana (5) y es internalizada. El 
receptor internalizado (6) puede ser reciclado y llevado de nuevo a la superficie celular o degradado.  
Abreviaturas: ADP, adenosín difosfato; ATP, adenosín trifosfato; β-arre, β-arrestina; COOH, extremo C- terminal; 
GPCR, receptor acoplado a proteína G; GRK, cinasa reguladora de proteína G; MP, membrana plasmática; NH2, 
extremo N-terminal; P, fosfato; α, subunidad Gα; βγ, subunidades Gβγ. 
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1.4. Homómeros y heterómeros de receptores acoplados a proteína G 
Durante los años ochenta se propuso que los GPCR podían interactuar, directamente o a 
través de proteínas accesorias, con otros GPCR en la membrana plasmática, formando 
oligómeros (Agnati et al., 1982; Fuxe et al., 1983). Los oligómeros de GPCR se definen como 
complejos de dos o más monómeros de GPCR que interaccionan físicamente formando una 
unidad de señalización. Pueden ser homo-oligoméricos, conformados por dos o más 
monómeros idénticos, o hetero-oligoméricos, conformados por monómeros distintos. 
Actualmente se han descrito gran variedad de GPCR en el Sistema Nervioso que existen y 
funcionan como dímeros, ya sea homo o heterodímeros, o que forman grupos proteicos más 
complejos denominados mosaicos de receptores (Fuxe et al., 2008,2014; Milligan et al., 2006). 
Los oligómeros presentan características funcionales diferentes a las de los receptores 
que los constituyen, como por ejemplo cambios de afinidad por el ligando y en la señalización 
intracelular, endocitosis mediada por unión a ligando, etc. Por tanto, desempeñan un papel muy 
importante en la fisiología celular (Franco y Franco, 2014; Fuxe et al, 2014). Un claro ejemplo es 
lo que ocurre con los receptores dopaminérgicos D1 y D2. Individualmente el receptor D1 activa a 
la proteína Gs, por lo que incrementa los niveles de AMPc en la célula. En cambio, el receptor D2 
activa a la proteína Gi y disminuye los niveles intracelulares de AMPc. Cuando D1 y D2 forman 
heterodímeros activan a la proteína Gq, que produce la movilización de calcio (Hasbi et al., 
2011). Así, la formación de heterómeros podría entenderse como un mecanismo que genera 
nuevas funciones en los receptores (Franco y Franco, 2014; Fuxe et al., 2008; Kent et al., 2007). 
En la mayoría de las interacciones directas entre los receptores, los oligómeros se 
preforman en el retículo endoplasmático, por lo que no se forman o se destruyen por la unión de 
un ligando. Este tipo de interacciones pueden tener lugar mediante la formación de enlaces 
covalentes entre los receptores (Figura 5). En el caso del receptor metabotrópico de glutamato 
mGlu1, los residuos de cisteína del extremo N-terminal son esenciales para la dimerización 
mediante puentes disulfuro (Selkirk et al., 2002).  
También se puede producir la unión física de los receptores mediante enlaces no 
covalentes (fuerzas hidrofóbicas y/o electrostáticas) entre los dominios transmembrana y los 
dominios intracelulares de los receptores (Figura 5; Robbins et al., 1999; Romano et al., 1996, 
2001). Por ejemplo, los receptores delta opioides homodimerizan por la formación de uniones de 
tipo coliled-coil de sus extremos C-terminales. Si se delecionan los últimos 15 aminoácidos del 
receptor, éste pierde la capacidad de formar dímeros (Cvejic y Devi, 1997). Otro ejemplo de 
interacción coliled-coil es la que se produce entre el receptor dopaminérgico D1 y el receptor µ 
opioide (Fan et al., 2005; Juhasz et al, 2008).  
Las interacciones iónicas se producen entre péptidos de los dominios intracelulares que 
contienen dos o más cargas positivas adyacentes, dos o más cargas negativas, o residuos de 
aminoácidos fosforilados (Figura 5; Woods et al., 2002; Woods y Huestis, 2001), como lo que 
ocurre en los heterodímeros de los receptores A2A de adenosina y D2 de dopamina (Ciruela et 
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al., 2004), o en la heterotrimerización de receptores A2A de adenosina, CB1 de canabinoides y D2 
de dopamina (Navarro et al., 2010).  
 
Figura 5. Mecanismos de oligomerización directa entre los GPCR. Extraído y modificado de Bouvier et al.; 2001, 
Nat. Rev. Neurosci.  
2. Sistema opioide endógeno 
El sistema opioide endógeno, constituido por péptidos y sus receptores, está ampliamente 
distribuido por el Sistema Nervioso Central y Periférico de mamíferos. Tiene una importante 
función nociceptiva y además participa en la regulación de funciones fisiológicas como la 
respiración, el estado de vigilia, funciones cardiovasculares y endocrinas, entre otras (revisado 
por Bodnar y Klein, 2005). 
Existen cinco tipos de péptidos opioides endógenos: endorfinas, encefalinas, dinorfinas, 
endomorfinas y un último grupo que pertenece a la familia de las endorfinas, las 
nociceptinas/orfaninas FQ (N/OFQ) (revisado por Kosterlitz, 1985). La secuencia final de los 
péptidos opioides se origina tras modificaciones postraduccionales de un péptido precursor. La 
proopiomelacortina da lugar a las α y β-endorfinas; la proencefalina genera las [Met] y [Leu] 
encefalinas; las dinorfinas A y B provienen de la prodinorfina; la pronociceptina deriva en N/OFQ 
(Meunier, 1997; Reinscheid et al., 1995) Aún no se ha determinado el precursor de las 
endomorfinas 1 y 2 (Varamini y Toth, 2013;  Zadina et al., 1997). 
Los receptores opioides pertenecen a la familia de GPCR (Chen et al., 1993; Kieffer et al., 
1992; Li et al., 1993) y están acoplados a proteínas Gi/o (Law et al., 2000a). Se han identificado 
cuatro tipos de receptores opioides: receptores µ (MOR) (Chen et al., 1993, Pasternak, 2014); 
receptores κ (KOR) (Li et al., 1993; Yasuda et al., 1993); receptores δ (DOR) (Evans et al., 1992; 
Kieffer et al., 1992); y receptores nociceptina/orfanina FQ (ORL-1) (Mansour et al., 1995; 
Reinscheid et al., 1995).  
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Los receptores opioides están ampliamente distribuidos en el Sistema Nervioso Central y 
se coexpresan en varios núcleos cerebrales. MOR se localiza principalmente, aunque con 
diferentes niveles de expresión, en la corteza, en los estriosomas del caudado putamen (CPu) y 
núcleo acumbens (Acb), hipocampo, tálamo, amígdala, área tegmental ventral (VTA), sustancia 
negra (SN), área gris periacueductal (PAG) y locus coeruleos (LC) (Figura 6) (Mansour et al., 
1995). DOR se localiza en corteza, tubérculo olfatorio, CPu, Acb, amígdala y en menor medida 
en el tálamo, hipotálamo e hipocampo (Figura 6) (Mansour et al., 1995; McDonald y Lambert, 
2010). KOR se expresa con mayor abundancia en tubérculo olfatorio, CPu, Acb, tálamo, 
hipotálamo, amígdala, PAG y LC (Figura 6) (Mansour et al., 1995). Finalmente, el receptor ORL-
1 se expresa en áreas corticales, regiones olfativas, estructuras límbicas, el tálamo, SN y la 
espina dorsal (Neal et al., 1999).  
Los péptidos opioides endógenos no se unen exclusivamente a un solo tipo de receptor, 
por el contrario, se unen a varios de ellos con distinta afinidad. Así, la met y leu-encefalinas 
muestran preferencia de unión a DOR, mientras que las dinorfinas A y B se unen 
preferentemente a KOR. La endomorfina 1 y 2 se une a MOR (Monory et al., 2000). La β 
encefalina muestra preferencia de unión a MOR, pero también se une a los otros receptores. La 
endorfina parece unirse con igual afinidad a MOR y DOR (Raynor et al., 1994). La N/OFQ se 
une a ORL-1 (Fukuda et al., 1994). 
2.1. Receptores µ opioides 
MOR se localiza en regiones cerebrales relacionadas con las vías dopaminérgicas 
nigroestriatal y mesolímbica, entre otras. Presenta un patrón de distribución en mosaico en el 
CPu y en el Acb, principalmente en los estriosomas (Arvidsson et al., 1995), pero además es 
más abundante en regiones dorsales y rostrales que en las zonas ventrales y caudales. A nivel 
celular se expresa principalmente en las neuronas GABAérgicas de proyección estriatonigrales 
(Guttenberg et al., 1996), aunque también se ha descrito en interneuronas colinérgicas 
(Jabourian et al., 2005). A nivel subcelular MOR se localiza presinápticamente (Chartoff y 
Connery, 2014), donde inhibe la liberación de neurotransmisores mediante el incremento de la 
conductancia de potasio y/o la inhibición de la conductancia de calcio (Williams et al., 2001). 
También se ha descrito su expresión postsináptica en perfiles dendríticos y espinas dendríticas 
de neuronas estriatales, así como en los somas de las neuronas del Acb (Arvidsson et al., 1995; 
Moriwaki et al., 1996). En SN se localiza tanto en la región compacta (SNc) como en la reticular 
(SNr) (Mansour et al., 1987, 1995), principalmente en varicosidades axónicas y dendritas. El 
marcaje inmunohistoquímico es más denso en la SNc que en la SNr (Mansour et al., 1995; 
Peckys y Landwehrmeyer, 1999). 
MOR se codifica por un único gen, el oprm1. Sin embargo, existen polimorfismos 
derivados de un proceso de corte y empalme alternativo que origina hasta 15 variantes de 
ARNm (Pasternak, 2001) que se distribuyen diferencialmente por todo el Sistema Nervioso 
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Central (McDonald y Lambert, 2010). Algunas variantes contienen cambios en el extremo C-
terminal del receptor (Williams et al., 2013), lo que se han relacionado con diferencias en el 
tráfico de membrana del receptor (Tanowitz et al., 2008) o con funciones específicas del mismo 
como puede ser la analgesia (Liu et al., 2011). Aún queda por determinar la función de cada una 
de las variantes del receptor.  
 
Figura 6. Representación esquemática de la expresión de los receptores μ (MOR), δ (DOR) y κ opioides (KOR) 
en el Sistema Nervioso Central de rata  
Abreviaturas: A, amígdala; Acb, núcleo acumbens; ATV, área tegmental ventral; CPu, caudado putamen; Cx, corteza; 
GP, globo pálido; H, hipocampo; HT, hipotálamo; LC, locus coeruleus; PAG, área gris periacueductal; SNc, sustancia 
negra compacta; SNr, sustancia negra reticular; Thal, tálamo; Tu, tubérculo olfatorio.  
Modificado y actualizado a partir de Mansour et al., 1995. 
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2.1.1. Funciones del receptor µ opioide  
Los estudios en ratones modificados genéticamente han demostrado que MOR es el 
receptor responsable de los efectos analgésicos, de recompensa y del desarrollo de 
dependencia física producida por morfina (Matthes et al., 1996). Además, MOR desempeña un 
papel fundamental en la ingesta de alimentos (Han et al., 2006; Le Merrer et al., 2009) y en la 
respuesta ante situaciones de estrés emocional (Ribeiro et al., 2005). 
2.1.2. Heteromerización del receptor µ opioide 
La heteromerización de los receptores opioides se ha estudiado ampliamente (revisado 
por Borroto-Escuela et al., 2013; revisado por Fujita et al., 2014). Recientemente se ha descrito 
la capacidad de MOR de cristalizar como homodímero (Manglik et al., 2012), por lo que podría 
formar complejos MOR/MOR estables in vivo. Entre las familias de receptores opioides se ha 
demostrado la existencia de heterodímeros MOR/DOR (George et al., 2000; Gomes et al., 
2000) y MOR/KOR (Chakrabarti et al., 2010). También se ha comprobado la heteromerización 
de MOR con el receptor canabinoide CB1 (Hojo et al., 2008), el receptor α2 adrenérgico (Jordan 
et al., 2001), el receptor de serotonina 5HT1A (Cussac et al., 2012), el receptor de 
somatostatina 2A y el receptor de la sustancia P (Pfeiffer et al., 2002, 2003). Por último, se ha 
confirmado la existencia de heterómeros de MOR y el receptor dopaminérgico D1 in vitro 
(Juhasz et al., 2008) y se ha postulado la heteromerización de MOR y el receptor 
dopaminérgico D4 (Borroto-Escuela et al., 2013; Fuxe et al., 2008; Suárez-Boomgaard et al., 
2014).  
3. Sistema dopaminérgico 
La dopamina es una catecolamina que se sintetiza a partir del aminoácido tirosina en un 
doble proceso enzimático. Primero se produce la conversión de tirosina en L-3,4-
dihidroxifenilalanina (L-DOPA o levadopa) en una reacción catalizada por la tirosina hidroxilasa 
(TH), y posteriormente la L-DOPA se descarboxila por acción de la L-amino ácido 
descarboxilasa (AADC) convirtiéndose en dopamina. En las neuronas noradrenérgicas y 
adrenérgicas, la dopamina puede transformarse en noradrenalina o norepinefrina y en 
adrenalina o epinefrina, respectivamente. A pesar de que las neuronas dopaminérgicas son 
relativamente escasas, se encargan de regular un gran número de funciones cerebrales, entre 
los que destacan la actividad motora, la motivación y las emociones, la ingesta de alimentos y 
la regulación endocrina, entre otros (Meck, 2006). Cabe destacar que un incremento en la 
transmisión dopaminérgica provocado por el consumo de drogas es el mecanismo común que 
desencadena la adicción, mediante la liberación de dopamina desde las células 
dopaminérgicas del mesencéfalo (VTA y SNc) hacia las áreas donde proyectan (Acb y CPu) 
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(Di  Chiara e Imperato, 1988). Las proyecciones que parten de  VTA y SNc dan lugar a dos de 
las vías dopaminérgicas ascendentes principales, las vías mesolímbica y nigroestriatal 
(Fuxe et al., 1985; Koob y Bloom, 1988). 
La dopamina ejerce su acción a través los receptores dopaminérgicos. Son receptores de 
neurotransmisores del tipo GPCR. Se clasifican en dos familias dependiendo de sus 
características estructurales, farmacológicas y de transducción de la señal. La familia de 
receptores dopaminérgicos D1 incluye los tipos D1 (D1R) y D5 (D5R). Se unen a la proteína Gs 
activando a AC y promoviendo un aumento en los niveles intracelulares de AMPc. Por el 
contrario, la familia D2, formada por los receptores D2, D3 y D4 (D2R, D3R y D4R, 
respectivamente), se acoplan a la subunidad Gi/o, e inhiben o no tienen ningún efecto sobre AC 
(Beaulieu et al., 2007; Enjalbert y Bockaert, 1983; Kebabian y Calne, 1979; Missale et al., 1998). 
En cuanto a las diferencias estructurales, los receptores de la familia D1 presentan un 
extremo carboxilo de mayor longitud que el de la familia D2. En ambas familias existe un residuo 
de cisteína (conservado en todos los GPCR) que ancla el extremo C-terminal del receptor a la 
membrana. El tercer lazo intracelular también difiere entre las dos familias, siendo unas 7 veces 
más largo en la familia D2 que en la D1 (Figura 7) y determina la unión de los receptores a las 
proteínas Gs o Gi/o. 
 
Figura 7. Estructura general de los receptores dopaminérgicos  
Se detallan las características principales de las familias D1 (izquierda) y D2 (derecha) de los receptores de dopamina. 
Los receptores pertenecientes a la familia D1 (D1R y D5R) presentan un extremo C-terminal (verde) más largo que los 
receptores de la familia D2 (D2R, D3R y D4R). El tercer bucle intracelular (azul) de la familia de receptores D2 es de 
mayor longitud que el de la familia D1. Abreviaturas: AC: adenilato ciclasa; COOH: extremo C- terminal; D1R, receptor 
dopaminérgico D1; D2R, receptor dopaminérgico D2; D3R, receptor dopaminérgico D3; D4R, receptor dopaminérgico D4; 
D5R, receptor dopaminérgico D5; EC1-3: bucles extracelulares; Gi/o: proteína G inhibidora; Gs: proteína G activadora; 
IC1-3: bucles intracelular; MP: membrana plasmática; NH2: extremo N- terminal. 
Se han descrito variaciones de los receptores en cuanto a la afinidad por distintos 
agonistas y antagonistas, entre ellos la del propio ligando endógeno, como se detalla en la 
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Tabla 2. Los receptores de la familia D1 presentan la menor afinidad por la dopamina, mientras 
que D3R y D4R poseen la mayor por este agonista. 
La distribución de los receptores dopaminérgicos en el cerebro es muy variada (Tabla 3), 
lo que pone de manifiesto su participación en una gran diversidad de funciones mediando la 
neurotransmisión dopaminérgica. Los D1R y D2R se expresan abundantemente en el estriado. 
También se han detectado en corteza, tubérculo olfatorio, hipocampo, SN y VTA, aunque es 
rara su colocalización (Aiso et al., 1987; Charuchinda et al., 1987; Dubois et al., 1986; Levey et 
al., 1993; Weiner et al., 1991; Yung et al., 1995). En el estriado, el D1R se expresa 
mayoritariamente en las neuronas de proyección estriatonigrales que dan lugar a la vía directa, 
mientras que el D2R se expresa preferentemente en las neuronas de proyección 
estriatopalidales que originan la vía indirecta (Gerfen et al., 1990; Harrison et al., 1990; Meador-
Woodruff, 1994). D3R se localiza principalmente en áreas mesolímbicas como Acb, el tubérculo 
olfatorio y las islas de calleja y en menor medida en SN, VTA, cerebelo e hipocampo (Bouthenet 
et al., 1991; Diaz et al., 1995; Khan et al., 1998). En cuanto a D4R se ha demostrado su 
presencia en la corteza cerebral, amígdala, hipocampo y estriado (Berger et al., 2001; Khan et 
al., 1998; Matsumoto, 1995, Meador-Woodruff et al., 1994; Lidow et al., 1998; Rondou et al., 
2010;). El subtipo D5R se localiza en corteza, CPu, tálamo e hipocampo (Ariano et al., 1997; 
Ciliax et al., 2000; Khan et al., 2000; Rivera et al., 2002). 
 Ligando Familia D1 Familia D2 
D1R D5R D2R D3R D4R 
Agonista 
Dopamina 
PD168,077 
Quinpirol 
SKF38393 
+/– 
ND 
– 
+++ 
+ 
ND 
ND 
++++ 
+ 
+ 
+/– 
+ 
++ 
+ 
++ 
+/- 
++ 
++ 
++ 
+/- 
Antagonista 
Clozapina 
Haloperidol 
L745,870 
Raclopride 
+ 
+ 
+/- 
- 
+ 
+ 
+/- 
ND 
+ 
++++ 
+/- 
+++ 
+ 
++ 
+/- 
+++ 
++ 
+++ 
++++ 
+/- 
Tabla 2. Valores de afinidad de algunos ligandos de los receptores dopaminérgicos.  
Abreviaturas Ki, constante de afinidad. Notas: ++++, Ki < 0,5 nM; +++, 0,5 nM < Ki < 5nM; ++, 5 nM < Ki < 50 nM; +, 50 
nM < Ki < 500 nM; +/-, 500 nM < Ki < 5 µM; -, Ki > 5 µM; ND, no determinado. Modificado de Missale et al., 1998 y 
Seeman y Van Tol, 1994. 
3.1. Receptor dopaminérgico D4 
 D4R presenta una distribución muy heterogénea en el CPu. Se expresa abundante en el 
compartimento estriosomal y en menor medida en la matriz. También existe una distribución 
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diferencial en función del eje rostro-caudal, siendo más abundante en las regiones caudales 
que en las rostrales (Rivera et al., 2002b). A nivel subcelular se localiza principalmente en 
somas, dendritas y espinas dendríticas de neuronas de proyección estriatopalidales y 
estriatonigrales, y no está presente en interneuronas (Khan et al., 1998; Rivera et al., 2003). En 
la SNr se localiza en los terminales axónicos de neuronas GABAérgicas procedentes del CPu y 
en las dendritas de neuronas de SNr (Mrzljak et al., 1996; Rivera et al., 2003). 
El gen de D4R humano contiene una gran cantidad de polimorfismos en su secuencia 
codificante. El polimorfismo más característico se encuentra en el exón 3, en la región que 
codifica el tercer lazo intracelular del receptor. Consiste en repeticiones en tándem de número 
variable (VNTR) donde una secuencia de 48 pares de bases se repite entre 2 y 11 veces, 
dando lugar a variantes del receptor, desde D4.2R hasta D4.11R (Oak et al., 2000). Varias de las 
unidades que se repiten difieren en su secuencia, y al menos se han descrito 18 distintas. El 
D4.4R es la variante polimórfica más frecuente en la población humana (64%), seguida de D4.7R 
(28%) y de D2.2R (8%) (Ding et al., 2002). Los alelos de entre 2 y 7 repeticiones se consideran 
alelos cortos, mientras que aquellos que presentan más de 7 repeticiones se denominan alelos 
largos. Cuando estos genes se traducen a proteínas, los VNTR dan lugar a los dominios del 
receptor que se acoplan a la proteína G y pueden llegar a diferir en hasta 128 aminoácidos (Di 
Ciano et al., 2014). 
Receptores dopaminérgicos 
 D1 D2 D3 D4 D5 
Corteza ++ + +/- +++ +++ 
Caudado putamen +++ +++ +/- ++ + 
Núcleo Accumbens ++ +++ +++ +/- + 
Tubérculo olfatorio +++ ++ +++ +/- + 
Islas de calleja + ++ +++ - + 
Globo pálido + + +/- + + 
Tálamo + + +/- +/- ++ 
Hipotálamo + + ++ +/- + 
Hipocampo ++ + + +++ +++ 
Amígdala + + +/- ++ + 
Sustancia negra +++ ++ + + + 
Área Tegmental ventral ++ + + - +/- 
Cerebelo + + ++ +/- + 
Tabla 3. Distribución de los receptores dopaminérgicos en cerebro de rata  
Nota: +++, densidad alta; ++, densidad moderada; +, densidad baja; +/-, densidad muy baja. Modificado y actualizado 
de Meador-Woodruffm (1994). 
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3.1.1. Vías de señalización activadas por el receptor dopaminérgico D4 
Como se ha dicho anteriormente, D4R pertenece a la familia de receptores 
dopaminérgicos de la familia D2, por lo que se acopla preferentemente a la proteína Gi/o, inhibe 
AC y disminuye los niveles de AMPc. Algunos estudios sugieren que el tercer bucle intracelular 
de D4R puede unirse a AC (Kazmi et al., 2000; Oldenhof  et al., 1998). Se han descrito 
variaciones en la capacidad de unión de cada una de las variantes polimórficas, siendo la unión 
de D4.7R a AC mucho menos fuerte que la de D4.2R y D4.4R (Asghari et al., 1995), de manera 
que los niveles de AMPc variarían de acuerdo al tipo de D4R que se active.  
Los estudios in vitro han demostrado que la estimulación de D4R activa la vía de NF-κB 
(factor nuclear potenciador de las cadenas ligeras kappa de las células B activadas), muy 
importante en procesos inflamatorios (Zhen et al., 2001), la expresión del factor de 
transcripción c-Fos (Bitner et al., 2006; Gago et al., 2011) y regula los niveles de calcio 
intracelular. Los mecanismos de regulación de D4R varían de acuerdo al tipo celular estudiado. 
Así, se ha descrito que la activación de D4R inhibe la corriente de calcio en células GH4C1 
(Sidhu et al., 2000) y AtT20 a través de los canales de calcio de membrana (Chang et al., 
1996), activa la corriente de calcio a través de receptores IP3 del retículo endoplasmático en 
células HEK293 (Chang et al., 1996), o produce la activación de PLCγ y la consiguiente 
liberación de calcio por IP3 en neuronas hipocampales de la región CA1 (Rondou et al., 2010). 
La liberación de calcio provocada por D4R puede, a su vez, activar otros efectores, como el 
CaMKII (Hervé et al., 1993; Lane et al., 2008). También, dependiendo del tipo celular, la 
activación de D4R induce o inhibe la vía de ERK1/2. Se ha descrito un mecanismo de 
activación de esta vía dependiente de la transactivación del receptor del factor de crecimiento 
derivado de plaquetas tipo β (receptor PDGFβ) (Oak et al., 2001), aunque no está claro el 
proceso exacto por el cual se modulan estos procesos (Lajiness et al., 1993; Narkar et al., 
2001). 
El D4R tiene propiedades únicas a la hora de alterar a la cinética de los canales iónicos. 
Se ha descrito que interactúa con los GIRK (Lavine et al., 2002; Pillai et al., 1998; Werner et al., 
1996) afectando así a la excitabilidad neuronal y a la actividad de intercambiadores de Na+/H+, 
que finalmente afecta al pH intra y extracelular, así como al volumen celular (Rondou et al., 
2010). 
3.1.2. Función del receptor dopaminérgico D4 
No se conocen con exactitud las funciones específicas de los D4R. Inicialmente se 
asociaron alteraciones en la expresión de D4R con la esquizofrenia, debido a la capacidad del 
neuroléptico clozapina para bloquear al receptor (Wilson et al., 1998). Estudios posteriores han 
revelado la importancia de D4R en procesos de memoria a corto plazo (Dulawa et al., 1999; 
Ebstein et al., 1996; Falzone et al., 2002; Oak et al., 2000; Powell et al., 2003), en el 
comportamiento exploratorio en situaciones de novedad (novelty seeking) (Benjamin et al., 
1996;  Dulawa et al., 1999; Ebstein et al., 1996), en el trastorno por déficit de atención e 
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hiperactividad (ADHD; attention-deficit/hyperactivity disorder) (Faraone et al., 1999; LaHoste et 
al., 1996; Tarazi et al., 2004) y en el desarrollo de la adicción a distintas sustancias de abuso 
(revisado por Di Ciano et al., 2014), entre ellas los opiáceos (Kotler et al., 1997). Además, los 
ratones deficientes en el D4R tienen disminuida la actividad locomotora (Glickstein y Schmauss, 
2001; Lichter et al., 1993; Missale et al., 1998).  
3.1.3. Heteromerización de los receptores dopaminérgicos 
Los heteromerización de los receptores dopaminérgicos ha sido descrita por varios 
autores, aunque se han centrado fundamentalmente en D1R, D2R y D3R (revisado por Fuxe et 
al., 2008). Recientemente se ha demostrado la capacidad de D4R para formar homodímeros 
(Van Craenenbroeck et al., 2011) y la existencia de heterómeros conformados por D2R y las 
variables polimórficas, D4.4R, D4.2R y D4.7R (Borroto-Escuela et al., 2011). También se ha 
sugerido la heterodimerización de D4R y MOR (Borroto-Escuela et al., 2013; Fuxe et al., 2007; 
Suárez-Boomgaard et al., 2014). 
4. Morfina: uso terapéutico y efectos adictivos 
La morfina es el principal alcaloide del opio, que se extrae del jugo de las semillas de la 
adormidera o amapola (Papaver somniferum). Se purificó por primera vez en 1806 por el 
químico alemán Frederick Sertürner, quien la denominó principium somniferum opii por sus 
virtudes narcóticas, y posteriormente morphium en honor al dios griego del sueño Morfeo. En 
1827 Merk & Company inició la producción y comercialización de la morfina. Años más tarde se 
sintetizó la acetilmorfina, un derivado semisintético de la morfina, más comúnmente conocido 
como heroína. La heroína actúa con mayor rapidez que la morfina ya que al ser más lipofílica 
penetra más fácilmente en el cerebro, donde se convierte en 6-monoacetilmorfina y morfina. La 
heroína se introdujo en el mercado por la compañía Bayer para el tratamiento de la tos. Pero 
poco después se descubrió su toxicidad y su alta capacidad para desarrollar dependencia. 
Desde entonces, su producción y consumo fue declarado ilegal. Actualmente su uso está 
prohibido fuera del ámbito clínico.  
La morfina es el agente analgésico más efectivo y potente que se conoce hasta el 
momento (Pasternak, 2014) y se utiliza en el ámbito médico para aliviar dolores de intensidad 
moderada-alta. Se prescribe de manera rutinaria para tratamientos cortos de dolor severo 
causado por traumatismos, infarto de miocardio, quemaduras o dolor postoperatorio (Fields, 
2011), además de para el tratamiento de diarrea y tos (Sociedad Española de Cuidados 
Paliativos). La administración prolongada en el tiempo de morfina genera mayor controversia 
debido a sus efectos adversos. Generalmente sólo se utiliza cuando existe resistencia a otro tipo 
de medicamentos, en pacientes con cáncer o en enfermos terminales (Fields, 2011). Además de 
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analgesia, la administración de morfina produce una sensación de bienestar y placidez, efectos 
que pueden resultar muy beneficiosos para determinados pacientes que de otra manera 
tendrían que soportar un gran sufrimiento.  
Entre los efectos adversos de la morfina destacan la depresión cadiorrespiratoria, la 
disminución de la motilidad gástrica que origina estreñimiento, hipotermia, delirio, náuseas y 
vómitos, entre otros (Furlan et al., 2006). Además, el consumo continuado de morfina induce 
modificaciones persistentes en el funcionamiento de diversas regiones del Sistema Nervioso 
Central que finalmente generan tolerancia, fundamentalmente a los efectos analgésicos, y 
adicción. La dependencia a morfina se caracteriza por la aparición de un síndrome de 
abstinencia muy severo que aparece si se detiene el consumo o se reduce la dosis (Hasin et al., 
2006). Los síntomas se presentan entre las 48 y 72 horas posteriores a la retirada de la morfina, 
y se caracterizan por ansiedad, insomnio, transpiración excesiva, inquietud, irritabilidad, 
lagrimeo, dolores articulares, dilatación de pupilas, escalofrío, diarrea y calambres musculares. 
Estos síntomas duran alrededor de una semana (Nestler, 2004). 
Todos los efectos descritos, tanto positivos como negativos, tienen lugar por la unión 
selectiva de la morfina a los receptores opioides, en especial los receptores MOR, localizados 
en el Sistema Nerviosos Central y Periférico (Vaught et al., 1982). A día de hoy no se ha podido 
obtener un fármaco opioide que no produzca efectos indeseables y que conserve las 
características analgésicas con la misma eficacia.  
4.1. Efecto de la morfina en el Sistema Nervioso Central 
La morfina, como otras sustancias de abuso, ejerce su efecto activando las vías 
dopaminérgicas mesolímbica y nigroestriatal (Badiani et al., 2011; Di Chiara e Imperanto, 1988) 
y produce a largo plazo neuroadaptaciones estables que dan lugar a la adicción (Maldonado, 
2003).  
La vía mesolímbica forma parte del circuito de recompensa y es la responsable de las 
propiedades de refuerzo de los estímulos naturales como son la comida, la bebida o el sexo. 
Está constituida por neuronas dopaminérgicas localizadas en VTA que proyectan al Acb 
(Badiani et al., 2011; Fuxe et al., 1985). La activación de esta vía es la responsable de la 
sensación placentera que producen las sustancias de abuso y promueve la repetición del 
consumo. La vía nigrioestriatal es la vía responsable del inicio del movimiento y de la 
adquisición y aprendizaje de hábitos, incluidos los de la búsqueda y consumo de drogas (Belin 
et al., 2008). Está constituida por neuronas dopaminérgicas situadas en la SNc que proyectan 
al CPu (Fuxe et al., 1985). 
La morfina promueve la liberación masiva de dopamina en las áreas de proyección de 
estas vías dopaminérgicas (Di Ciara e Imperato, 1988). Actúa como un estímulo de refuerzo 
aberrante que tras un consumo continuado conduce a la creación de un hábito patológico que 
tiene como único fin la adquisición de la droga. El consumo de morfina también produce 
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cambios neuroadaptativos celulares y moleculares en los circuitos de recompensa y la vía 
nigroestriatal para retomar la homeostasis del organismo (revisado por Trigo et al., 2010). 
 Según el modelo clásico propuesto por Johnson y North (1992), la morfina se une 
específicamente a los receptores MOR localizados en interneuronas GABAérgicas del VTA y 
SNr, inhibiendo el bloqueo que estas interneuronas ejercen sobre las neuronas dopaminérgicas 
ubicadas en la misma región, aumentando así la tasa de liberación de dopamina en Acb y CPu. 
Sin embargo, la organización celular y la regulación de estas neuronas no parece ser tan 
sencilla. Existen evidencias de que el control de las neuronas dopaminérgicas por agonistas 
opioides no sólo se produce a través de las interneuronas GABAérgicas mesencefálicas, sino 
además a través proyecciones de otras áreas cerebrales (Margolis et al., 2012). Tal es el caso 
de las neuronas GABAérgicas del estriado que proyectan desde los estriosomas hacia las 
neuronas dopaminérgicas de la SNc (Fujiyama et al., 2011; Watabe-Uchida et al., 2012) 
(Figura 8). 
 
Figura 8. Esquema representativo de las principales vías asociadas a la adicción 
En cortes coronales de cerebro de rata se representan las vías mesolímbica (flecha moradas) y nigrioestriatal (flecha 
naranja) formadas por neuronas dopaminérgicas que proyectan desde el VTA hacia el Acb, y desde SNc hacia el CPu 
respectivamente. Estas vías están inhibidas tónicamente por neuronas GABAérgicas (flechas rojas) del VTA y de la 
SNr. Además, las neuronas GABAérgicas de los estriosomas del CPu proyectan a la SNc y a la SNr (flechas verdes) 
controlando la actividad de las neuronas dopaminérgicas La unión de morfina a MOR en las neuronas GABAérgicas 
provoca su inhibición, por lo que aumenta la actividad de las neuronas dopaminérgicas que controlan. Abreviaturas: 
VTA, área tegmental ventral; CPu, caudado putamen; DA, dopamina; Acb, núcleo acúmbens; SNc, sustancia negra 
compacta; SNr, sustancia negra reticular. Figura tomada y modificada de Björklund y Dunnett, 2007.   
4.2. Cambios celulares y moleculares asociados al consumo agudo y crónico 
de morfina 
La morfina actúa por su unión a receptores opioides, principalmente MOR. Cuando la 
exposición a la droga es puntual se producen respuestas en la célula que dan lugar a cambios 
transitorios. Sin embargo, si la exposición es prolongada se producen adaptaciones a nivel 
celular y molecular en los circuitos de recompensa, que resultan en cambios estables en el 
22 
 
Introducción 
comportamiento y en los procesos de memoria y aprendizaje (Maldonado, 2003; Trigo et al., 
2010). La morfina altera la expresión y la fosforilación de los neurofilamentos y microtúbulos que 
forman parte del citoesqueleto de la neurona (Boronat et al., 1998; Ferrer-Alcón et al., 2003; 
Robinson y Kolb, 1999). Esto ocasiona una disminución de las conexiones neuronales de áreas 
corticales (Ballesteros-Yanez et al., 2008) y una disminución del número de espinas dendríticas 
en las neuronas del Acb (Robinson y Kolb, 2004) y del CPu, además de la retracción del árbol 
dendrítico en las neuronas de proyección (Suárez-Boomgaard, 2012). Todas estas 
modificaciones celulares, que se producen como consecuencia de las alteraciones moleculares, 
cambian los circuitos neuronales y en definitiva dan lugar al fenómeno adictivo. 
4.2.1. Vías de señalización intracelular activadas por morfina  
Cuando la morfina se une a MOR se produce una disminución de la actividad AC. La 
disminución de los niveles de AMPc silencia las cascadas de señalización dependientes de 
este segundo mensajero, lo que provoca que una gran variedad de proteínas dejen de ser 
fosforiladas, entre ellas el factor de transcripción CREB (Guitart y Nestler, 1989; Nestler, 1992) 
y fos (Nestler, 2004b). Estos factores, a su vez alteran, la expresión de otros genes y de esta 
manera promueven modificaciones postraduccionales de proteínas. Además, se produce la 
inhibición de canales de calcio dependientes de voltaje y la activación de GIRK, produciéndose 
una hiperpolarización neuronal que evita la liberación de neurotransmisor (Williams et al., 
2013). Las subunidades Gβγ acopladas a MOR activan a PLCβ mediando la liberación de 
calcio a partir de depósitos intracelulares (Berridge, 1997; Connor y Henderson, 1996; Elliott, 
2001; Jin et al., 1994; Mao et al., 2007), lo que determinará la actividad de cinasas 
dependientes de calcio/Calmodulina o CaMK. La vía de las MAPK también se activa por 
morfina (Law et al., 2000a; Liu y Anand, 2001; Williams et al., 2001). En concreto, la 
estimulación de MOR produce la fosfoilación de ERK1/2 a través de PKC (revisado por Al-
Hasani y Bruchas, 2011).  
El incremento de los niveles de dopamina en el CPu provocado por la morfina también 
produce la activación de AC a través de D1R (Kebabian et al., 1979; Monsma et al., 1990) y la 
consiguiente inducción de los factores de transcripción CREB (Konradi et al., 1994, 1996) y fos 
(Berke et al., 1998). 
Durante el consumo crónico de morfina se produce un incremento en la expresión y/o 
actividad de la vía de señalización del AMPc como respuesta compensatoria ante el efecto 
inhibitorio del consumo agudo (Nestler y Aghajanian, 1997; Williams et al., 2001). El aumento 
de AMPc estimula la fosforilación del factor de transcripción CREB por PKA, aumentando su 
afinidad por los lugares CRE localizados en la región promotora de ciertos genes en CPu 
(Brightwell et al., 2008; Konradi et al., 1994; Nestler, 2002, 2004). Además, durante el consumo 
crónico de morfina aumenta la fosforilación de ERK1/2 (Al-Hasani y Bruchas, 2011). 
 
23 
 
Introducción 
4.2.2. Factores de transcripción alterados por morfina  
Algunas drogas de abuso como la cocaína o los opiáceos incrementan la expresión de 
CREB en el Acb y en el CPu (Gago et al., 2011; Nestler, 2012). La administración aguda de la 
droga produce una inducción de CREB transitoria, que recupera los niveles normales pasadas 
6 horas (Figura 9A). Durante la administración crónica el patrón de activación varía según la 
región cerebral (Impey et al., 1998). En el Acb se producen aumentos y bajadas sucesivas de 
la inducción de CREB, y vuelve a los niveles normales tras dos días de abstinencia (Nestler, 
2012) (Figura 9B). En el CPu se ha descrito un aumento en los niveles de CREB-P tras 6 días 
de administración continua de morfina (Gago et al., 2011) 
 
Figura 9. Esquema del patrón de inducción del factor de transcripción CREB por sustancias de abuso.  
Inducción por administración aguda (A) y crónica (B) en núcleo accumbes. Las flechas indican la administración de la 
droga. Tomado y modificado de Nestler, 2012. 
El consumo agudo de sustancias de abuso también produce la inducción transitoria de 
factores de transcripción de la familia Fos (c-Fos, FosB, Fra1 y Fra2) (Nestler, 2012) (Figura 
10A). En este caso está mediada por los D1R de CPu (Berke et al., 1998). Durante el consumo 
crónico se acumula una forma truncada muy estable del factor FosB denominada ∆FosB (Chen 
et al., 1997; Hope et al., 1994; McClung et al., 2004) en las neuronas de proyección del CPu y 
Acb (Kaplan et al., 2011; Muller y Unterwald, 2005; Nye y Nestler, 1996; Zachariou et al., 2006) 
(Figura 10B). La proteína c-Fos también se acumula en la región medial del CPu tras el 
consumo crónico de morfina (Gago et al., 2011), además de Fra-1 y Fra-2 (Hope et al., 1994; 
Nestler et al., 2001).   
4.2.3. Desensibilización e internalización de receptores µ opioides por morfina 
Después de la activación de MOR por unión de un agonista y la activación de las vías de 
transducción, se produce la desensibilización del receptor. En este proceso se produce el 
desacoplamiento de MOR a la proteína G por acción de las GRK, PKC, PKA, CaMKII o MAPK 
que fosforilan rápidamente al receptor en su extremo C-terminal (Koch y Höllt, 2008; revisado 
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por Liu y Anand, 2001). Posteriormente se produce la internalización que provoca la atenuación 
de la respuesta de MOR (Berger y Whistler, 2010; revisado por Claing et al., 2002). El receptor 
internalizado es desfosforilado y conducido de nuevo a la membrana plasmática, donde estará 
disponible para ser activado nuevamente (Law et al., 2000b; Whistler et al., 2002) o bien es 
degradado.  
 
Figura 10. Esquema del patrón de inducción de factores de transcripción de la familia Fos por sustancias de 
abuso. 
 Inducción por administración aguda (A) y crónica (B) en Acb. Las flechas indican la administración de la droga. 
Tomado y modificado de Nestler, 2012. 
 La regulación de MOR varía considerablemente según el agonista que se una. La 
morfina es un ligando muy poco eficiente para producir desensibilización (Martini y Whistler, 
2007; Liu y Anand, 2001; Williams et al., 2013) e internalización de MOR en comparación con 
los péptidos opioides endógenos o con otros agonistas, como por ejemplo DAMGO o fentalina 
(Keith et al., 1996, 1998; Kovoor et al., 1998). Se cree que el motivo de este variación en la 
regulación de MOR se debe a que la morfina induce preferentemente la fosforilación de MOR 
por acción de PKC en lugar de por las GRK y β-arrestinas (Berger y Whistler, 2010). 
 Los estudios in vivo han puesto de manifiesto diferencias en cuanto a la 
desensibilización e internalización dependiendo de las regiones cerebrales. En el tálamo, el 
Acb, la amígdala y la SN la morfina no produce desensibilización de MOR (Blanchet y Lüscher, 
2002; Connor et al., 1999; Ingram et al., 1998; Sim et al., 1996), mientras que sí lo hace en 
PAG (Bagley et al., 2005), LC (Dang y Williams, 2005), en el ganglio trigeminal pequeño 
(Johnson et al., 2006), en el tracto solitaro y en el núcleo dorsal de rafe (Sim et al., 1996). Por 
el contrario, en la espina dorsal (Trafton y Basbum, 2004), PAG, VTA (He y Whistler, 2005) y 
LC (Contet et al., 2004), la morfina no induce internalización pero sí en el Acb (Haberstock-
Debic et al., 2005), aunque de manera menos eficiente en comparación con péptidos opioides 
endógenos o agonistas sintéticos como la metadona (Alvarez et al., 2002; Koch et al., 2005). 
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4.3. Tolerancia y dependencia  
Como resultado de la respuesta compensatoria de la célula a la exposición prolongada 
de la morfina, se ha descrito una superactivación de vías de señalización del AMPc en varias 
regiones cerebrales relacionadas con las propiedades de refuerzo de la morfina, como el Acb y 
VTA (Bonci y Williams, 1997; Chieng y Williams, 1998; Hack et al., 2003), y en regiones 
responsables del síndrome de abstinencia como el LC (Lane-Ladd et al., 1997) y el PAG (Hack 
et al., 2003). Se ha propuesto que el aumento en los niveles de AMPc y la superactivación de 
sus vías de señalización podrían ser la base fisiológica de la tolerancia y la dependencia 
(Martini y Whistler, 2010; Nestler et al., 2004). Estos fenómenos de tolerancia y dependencia 
están relacionados con mecanismos implicados en la modulación plástica de los circuitos 
neuronales y con la modificación de la expresión de algunos genes (Ueda et al., 2004), 
promovida en gran parte por factores de transcripción de la familia Fos y CREB. En concreto, la 
isoforma ∆FosB se ha asociado a un aumento en el desarrollo de tolerancia (Zachariou et al., 
2006), además de con los cambios duraderos en el sistema nervioso durante la adicción de 
morfina (McClung et al., 2004). Asimismo, las variaciones en los niveles de CREB en distintas 
áreas neuronales tras la exposición crónica a morfina se han relacionado con la dependencia a 
morfina (Blendy y Maldonado, 1998). 
4.4. Sensibilización 
A la vez que se genera tolerancia y dependencia tras el consumo continuado de la 
droga, se produce un fenómeno denominado sensibilización, que consiste en el incremento de 
los efectos de la misma en comparación con los observados tras la exposición aguda, en 
definitiva un proceso opuesto a la tolerancia. En roedores, por ejemplo, la morfina genera 
sensibilización locomotora, que consiste en un incremento progresivo y persistente en la 
respuesta psicomotora como consecuencia a la exposición prolongada a la droga. Se cree que 
la sensibilización está mediada por la activación de la vía mesolímbica y por el aumento de 
expresión en factores de transcripción en regiones mesocorticolímbicas (Nestler et al., 1993; 
Vanderschuren et al., 2000). 
 Como se ha explicado antes, la morfina produce en aumento de la liberación de 
dopamina en el Acb y el CPu. Durante el consumo continuado de morfina esta liberación de 
dopamina está reforzada, proceso que se denomina sensibilización dopaminérgica (Johnson y 
North, 1992; Joyce e Iversen, 1979; Serrano et al., 2002). Los niveles de D1R y D2R también se 
alteran tras la administración crónica de morfina, contribuyendo al proceso de sensibilización. 
En el caso de los D1R, se ha descrito un incremento en sus niveles de expresión en el estriado 
tras la administración crónica de morfina (Le Marec et al., 2011; Suárez-Boomgaard, 2012) y se 
han asociado con el proceso de sensibilización comportamental (Becker et al., 2001). Los D2R, 
en cambio, se desensibilizan tras el tratamiento continuado con morfina (Navarro et al., 1992; 
Nestby et al., 1995; Suárez-Boomgaard, 2012), lo que se ha relacionado con el aumento en la 
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liberación de dopamina producido en la sensibilización dopaminérgica (Rouge-Pont et al., 
2002).  
4.5. Abstinencia 
Después del cese del consumo de morfina en el organismo se manifiestan un conjunto 
de síntomas fisiológicos y emocionales que se denomina síndrome de abstinencia. En esencia 
se desenmascaran todas las neuroadaptaciones que contrarrestan los efectos de la droga 
(Chartoff y Connery, 2014). En ratas se caracteriza por el castañeo de dientes, sacudidas, 
diarrea, saltos, rinorrea (o aumento de secreción nasal), ptosis (cierre de párpados con 
lagrimeo espeso), posturas anormales, irritabilidad y pérdida de peso (Way et al., 1969; 
Williams et al., 2001). En humanos, aparte de los problemas gastrointestinales, náuseas y 
escalofríos, se produce un estado de disforia y depresión (Williams et al., 2001). 
En la abstinencia intervienen entre otros los circuitos neuronales del sistema 
dopaminérgico mesocorticolímbico, el aumento en los niveles de norepinefrina (Weinshenker y 
Shroeder, 2007), el factor liberador de corticotropina (Contarino y Papaleo, 2005), la orexina 
(Mahler et al., 2012) y la dinorfina (Schlosburg et al., 2013). Esta última inhibe la transmisión 
dopaminérgica a través de su unión a los receptores KOR de las neuronas dopaminérgicas del 
VTA y SN (Koob, 2009). La disminución de liberación de dopamina en Acb contribuye a la 
disminución de actividad del sistema de recompensa y es responsable de alguno de los 
síntomas psicológicos como la anhedonia y la disforia que se producen durante el síndrome de 
abstinencia (Koob et al, 1992).  
5. Interacción entre los receptores µ opioide y dopaminérgico 
D4 
En base a la codistribución de los receptores MOR y D4R en los estriosomas del CPu 
(Figura 11) y en la SNr (Advirsson et al., 1995; Rivera et al., 2002, 2003) el grupo de 
investigación se ha centrado en el estudio de la posible interacción funcional entre ambos 
receptores en relación a los efectos adictivos de la morfina. Se ha sugerido que D4R y MOR 
podrían formar heteroreceptores en las neuronas GABAérgicas de los estriosomas y de la SNr 
que proyectan hacia las neuronas dopaminérgicas de SNc (Fuxe et al., 2008; Rivera et al., 
2015). 
Los primeros indicios sobre la interacción funcional entre D4R y MOR se obtuvieron en 
2007, cuando se demostró que un agonista D4R (PD168,077) es capaz de inducir una 
disminución transitoria de la inmunorreactividad de MOR en los estriosomas (Gago et al., 2007, 
27 
 
Introducción 
2013). Este resultado es particularmente interesante porque los estriosomas son un 
compartimento del CPu esencial para la adquisición y consolidación de hábitos adictivos 
(Canales, 2005; Crittenden et al., 2011).  
Posteriormente se ha demostrado que el cotratamiento de morfina con el agonista D4R 
evita la sensibilización de MOR en los estriosomas inducida por la droga opioide (Suárez-
Boogaard et al., 2014), que se manifiesta por un aumento de la densidad de receptores y por 
un incremento en la activación de la proteína Gi/o.  
Diversos trabajos han descrito que la activación de D4R también es capaz de atenuar 
varios de los efectos provocados por la morfina en la vía nigroestriatal. Así, la estimulación de 
D4R restablece los niveles de dopamina y sus metabolitos, que aumentan tras la exposición 
aguda a morfina (Rivera et al., 2015), y contrarresta los cambios en los factores de 
transcripción inducidos por la administración aguda y crónica de la droga (Gago et al., 2011, 
2013). A nivel celular, la activación de D4R revierte los cambios plásticos en las neuronas de 
proyección del CPu provocadas por el tratamiento crónico con morfina (Suárez-Boomgaard, 
2012). Por último, el D4R bloquea la sensibilización locomotora producida por morfina sin 
afectar a la analgesia (Gago, 2007; Suárez-Boomgaard, 2012; Rivera et al., 2015).  
 
 
 
 
 
Figura 11. Colocalización regional de los receptores µ opioide y dopaminérgico D4  
Microfotografía de una sección coronal del CPu con doble marcaje inmunohistoquímico para MOR (marrón-naranja) y 
D4R (marrón intenso) en un estriosoma. Abreviaturas: CPu, caudado putamen. Barra: 100 µm. Tomado y modificado de 
Rivera et al., 2002. 
A pesar de que todos estos resultados sugieren la existencia de una interacción 
funcional entre ambos receptores, se desconoce el mecanismo mediante el cual el D4R es 
capaz de regular a MOR. Podría tratarse de una interacción física conformando heterodímeros 
(Borroto-Escuela et al., 2011; Fuxe et al., 2008), o bien podría deberse a la convergencia de 
vías de señalización intracelular, o a través de eventos en células independientes.  
Entender la naturaleza de la interacción de MOR y D4R en estas áreas es fundamental 
para crear nuevas estrategias terapéuticas para la adicción.  
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6. Hipótesis y Objetivos 
Los antecedentes descritos previamente ponen de manifiesto la interacción funcional de 
los receptores µ opioide y dopaminérgico D4 en la vía dopaminérgica nigroestriatal y su 
influencia sobre algunos de los efectos que produce la morfina. Sin embargo, quedan aún 
muchas incógnitas por resolver, principalmente en lo que se refiere a la naturaleza de la 
interacción MOR/D4R y las implicaciones que pueda tener a nivel molecular, celular y en la 
conducta adictiva. Con el fin de aportar nuevos datos que permitan comprender los 
mecanismos responsables de la adicción a morfina y la relación con el receptor dopaminérgico 
D4, se plantearon los siguientes objetivos: 
1. Estudiar la formación de heterodímeros MOR/D4R.  
2. Estudiar los mecanismos de regulación del receptor µ opioide por el receptor 
dopaminérgico D4 en el caudado putamen. 
3. Analizar el perfil de expresión génica en el caudado putamen tras la administración 
aguda de morfina y/o un agonista del receptor D4.  
4. Determinar la influencia del receptor D4 sobre algunas de las neuroadaptaciones 
conductuales producidas por la morfina, en concreto el desarrollo de preferencia de 
lugar condicionada y dependencia física. 
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1. Cultivo celular  
Se utilizó la línea de células embrionarias de riñón humano HEK293T (Human embryonic 
kidney), obtenidas de la American Type Culture Collection. Las células se cultivaron en medio 
de cultivo DMEM (Dulbecco's modified Eagle's medium; Gibco-Invitrogen) suplementado al 10 % 
con suero fetal bovino (FCS, Fetal calf serum; Gibco-Invitrogen), penicilina (100 unidades ml–1; 
Sigma-Aldrich) y estreptomicina (10 μg ml–1; Sigma-Aldrich) (Apéndice A-1), en un incubador a 
37 ºC, con una atmósfera saturada de humedad y 5 % de CO2. Las células se subcultivaron 
cada 3-4 días (Apéndice A-2) a una densidad de 0.2 x 106 células ml–1 en medio DMEN 
suplementado con FCS al 10%. 
Las células HEK293T se sembraron en el recipiente idóneo para cada tipo de 
experimento (Apéndice A-3). Se transfectaron transitoriamente con el plásmido pcDNA3 
clonado previamente con una proteína de fusión formada por la secuencia codificante de MOR, 
una variable polimórfica del receptor D4R (D4.2R, D4.4R o D4.7R), o un mutante del receptor D4R 
sin polimorfismo (D4.0R), acopladas a YFP (yellow fluorescente protein, proteína amarilla 
fluorescente), al epítopo HA (hemaglutinina) o al péptido sintético Flag (Tabla 4). Además, 
como control se utilizaron células transfectadas con el plásmido sin ninguna proteína de fusión 
clonada. Las proteínas de fusión se produjeron en otros laboratorios (Tabla 4) y fueron cedidas 
para la realización de los experimentos. Para aumentar la cantidad de proteínas de fusión, se 
transformaron bacterias de la cepa E. coli DH5 con los plásmidos (Apéndice B-1) y 
posteriormente se realizaron extracciones de ADN utilizando el sistema comercial de maxiprep 
“HiPure Plasmid DNA Purification Kit” (Invitrogen). 
Proteína de fusión Procedencia 
YFP-MOR 2 
HA-MOR 1 
HA-D4.2R 3 
HA-D4.4R 3 
HA-D4.7R 3 
HA-D4.0R* 3 
Flag-D4.4R 3 
Tabla 4. Procedencia de las proteínas de fusión clonadas en el plásmido de pcDNA3.  
Abreviaturas: MOR, receptor μ opioide; D4R, receptor dopaminérgico D4; HA, epítopo de hemaglutinina; YFP, proteína 
amarilla fluorescente; Flag, péptido Flag. Procedencia: 1, Dra. Lakshmi A. Devi (Departamento de Farmacología y 
Química Biológica, Escuela de Medicina Monte Sinai, Nueva York, Estados Unidos); 2, Dr. Kjell Fuxe (Departamento de 
Neurociencia, Instituto Karolinska, Estocolmo, Suecia); 3, Dr. Hubert H. M. Van Tol (Departamento de Farmacología, 
Universidad de Toronto, Canadá).  
(*) Esta proteína corresponde a un mutante de la variable polimórfica D4.2. 
Las transfecciones transitorias se llevaron a cabo mediante los métodos de 
polietilenimina o de fosfato cálcico, según el tipo de experimento. Se realizaron transfecciones 
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simples o dobles, manteniendo siempre la misma relación entre la cantidad de plásmido y de 
células. En los casos de transfecciones simples se utilizó el plásmido sin proteína clonada para 
equilibrar la cantidad de ADN transfectado. 
1.1. Transfecciones con polietilenimina  
Este tipo de transfección (Apéndice C-1) se utilizó para los experimentos de 
coinmunopecipitación. Las células HEK293T se sembraron con DMEM suplementado con 10% 
de FCS (Apéndice A-1) en placas de 10 cm de diámetro hasta la subconfluencia. El medio de 
cultivo se reemplazó por 9 ml de DMEM suplementado con FCS al 2% (Apéndice A-1) antes de 
la transfección. Se diluyó polietilenimina (1 µg µl–1; Sigma-Aldrich) en DMEM libre de suero a 
una concentración 1:20 y se mezcló con el plásmido (1 µg µl–1) diluido a 1:50 en DMEN libre de 
suero (Apéndice C-2 y 3). Después de 10 minutos de incubación a temperatura ambiente, la 
mezcla plásmido/polietilenimina se añadió a las células gota a gota. Pasadas 6 horas se 
cambió el medio por DMEM suplementado con 10% de FCS. Las células se recogieron 48 
horas después de la transfección para realizar los experimentos de coinmunoprecipitación. 
1.2. Transfecciones con fosfato cálcico 
Para los experimentos de internalización de receptores las células se sembraron con 
DMEM suplementado con 10% de FCS (Apéndice A-3) sobre cubreobjetos tratados con alcohol 
alcalino (Apéndice A-4) dispuestos en placas de 6 pocillos y se transfectaron por el método del 
fosfato cálcico (Apéndice D-1). El medio de cultivo se reemplazó por DMEM fresco 
suplementado con 10% de FCS una hora antes de la transfección. Se preparó una mezcla del 
plásmido a transfectar con CaCl2/HEPES en TE 0.1x en proporción 2:20:100 (Apéndice D-2) y 
se añadió gota a gota al tampón 2x BS/HEPES (Apéndice D-3.1). Se mezcló cuidadosamente y 
se agregó a cada pocillo. Transcurridas 6 horas se reemplazó la mezcla de transfección por 
DMEM suplementado con 10% de FCS. Pasadas 48 horas, se realizó el experimento de 
internalización de receptores. 
1.3. Evaluación de la transfección 
Para evaluar la eficiencia de transfección en cada experimento, se transfectó un grupo 
de células control con el plásmido de pcDNA3 que contenía la secuencia de la proteína verde 
fluorescente GFP (green fluorescente protein). Transcurridas 48 horas, las células se 
observaron con el microscopio de epifluorescencia Axiocam 200 Fluorescence Microscope 
(Zeiss, Thornwood, NY) y se comprobó la presencia de GFP en las células. 
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2. Animales de experimentación 
Se utilizaron ratas albinas de la cepa Sprague-Dawley de la casa comercial Charles 
River (Barcelona) cuyo peso corporal osciló entre 250 y 300 g. Se usaron exclusivamente 
individuos macho para evitar que las variaciones hormonales asociadas al sexo del animal 
interfirieran en los resultados. 
Los animales se mantuvieron estabulados bajo condiciones controladas en el Centro de 
Experimentación Animal de la Universidad de Málaga. La temperatura media de la habitación 
fue de 20 ± 2 °C y el fotoperiodo de 12/12 horas luz/oscuridad. Los animales se alimentaron 
con una dieta estándar de mantenimiento y tuvieron libre acceso a la comida y bebida. Los 
días previos a la realización de los experimentos los animales fueron manipulados. Los 
estudios siempre se realizaron durante el periodo de luz, concretamente entre las 9:00 am y 
las 3:00 pm. 
En todo momento los animales se manipularon siguiendo las directivas Europea 
(86/609/EEC) y Nacional (Real Decreto 1201/2005) sobre protección de los animales utilizados 
para experimentación y otros fines científicos, y con la aprobación del Comité Ético de la 
Universidad de Málaga. 
2.1. Vías de administración de los fármacos en animales de experimentación 
Los fármacos se administraron por dos vías distintas dependiendo del experimento a 
realizar.  
2.1.1. Administración intraperitoneal  
En los experimentos que se requería la administración puntual de los fármacos, éstos se 
aplicaron por vía intraperitoneal (i.p). El volumen inyectado fue proporcional al peso del animal 
tratado (0.1 ml por cada 100 g de peso corporal). 
2.1.2. Administración continua mediante bombas osmóticas 
Los tratamientos continuados con los fármacos se realizaron mediante el uso de bombas 
osmóticas ALZET®. El modelo de bomba osmótica utilizado en este trabajo fue 2ML1, con 
capacidad de 2 ml y tasa de liberación de 10 µl hora–1 durante siete días. 
Las bombas osmóticas se llenaron con los fármacos disueltos en la solución vehículo 
utilizando una aguja de 25G y evitando la formación de burbujas. Posteriormente se colocó el 
moderador de flujo. Para activar las bombas, éstas se introdujeron en una solución de NaCl al 
0.9 % a 37 °C durante una hora.  
El implante subcutáneo de las bombas osmóticas se realizó mediante un procedimiento 
quirúrgico sencillo, en condiciones de asepsia y de anestesia profunda (75 mg kg–1 de 
ketamina y 0.5 mg kg–1 de medetomidina). Se realizó una incisión de 1-2 cm de longitud en la 
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piel del dorso del animal, a nivel de la escápula y separado 1 cm aproximadamente de la 
columna vertebral. Se abrió un bolsillo subcutáneo donde se alojó la bomba y se colocó de 
manera que el moderador de flujo quedara en la parte superior. Se cerró la herida mediante 
sutura e inmediatamente se limpió con una solución de povidona yodada y se controló la 
temperatura corporal de los animales así como su correcta recuperación durante las dos horas 
siguientes a la operación. Posteriormente los animales se alojaron en jaulas individuales. 
3. Fármacos  
Los fármacos utilizados en este trabajo fueron: morfina, DAMGO (agonista MOR), 
naloxona (antagonista MOR), PD168,077 (agonista D4R), dopamina y L745,870 (antagonista 
D4R) (Tabla 5). Para los tratamientos de los animales de experimentación los fármacos se 
disolvieron en una solución vehículo compuesta por NaCl al 0.9 % y dimetil sulfóxido (DMSO, 
Sigma-Aldrich) al 2 %. Para los experimentos con cultivos celulares, los fármacos se diluyeron 
en medio de cultivo DMEM a partir de soluciones stock compuestas por agua destilada y DMSO 
al 0.1 %.  
Compuesto Acción Procedencia Ki MOR Ki D4R Ki otros  
Morfina 
Sulfato 
Agonista 
opioide 
Ministerio de 
Sanidad * 
 
14 nMa 
 
DOR (>1,000 nM) 
KOR (538 nM) 
DAMGO Agonista MOR 
Trocis 
Bioscience 
2 nMa  DOR, KOR (>1,000 nM) 
Naloxona 
Antagonista 
MOR 
Trocis 
Bioscience 
0.93 nMa  
DOR (0.17 nM) 
KOR (2.3 nM) 
Dopamina 
hidrocloruro 
Agonista 
dopaminérgico 
Sigma-
Aldrich 
 17 nM b 
D2R (560 nM) 
D3R (38 nM) 
PD168,077 
maleato 
Agonista D4R 
Trocis 
Bioscience 
 8.7 nMc 
D2R (>400 nM) 
D3R (>300 nM) 
L745,871 
trihidrocloruro 
Antagonista 
D4R 
Trocis 
Bioscience 
 0.43 nMd 
D2R (960 nM), D3R (2,300 nM) 
D1R, D5R, 5HT2 (>1,000 nM) 
Tabla 5. Fármacos empleados.  
Referencias: a, Raynor et al., 1994; b, Patel  et al., 1996; c, Kulagowski et al., 1996; d, Glase et al., 1997. Abreviaturas: 
Ki, constante de afinidad; MOR, KOR, DOR, receptores opioides μ, κ, δ, respectivamente; D1R, D2R, D3R, D4R, D5R, 
receptores dopaminérgicos D1, D2, D3, D4, y D5, respectivamente; 5-TH2, receptor serotoninérgico tipo 2. * Ministerio de 
Sanidad, Política Social e Igualdad, Agencia Española de Medicamentos y Productos Sanitarios, Gobierno de España. 
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4. Coinmunoprecipitación del receptor μ opioide y 
dopaminérgico D4 
Con el fin de estudiar la formación de heterómeros de receptores MOR y D4R se 
realizaron dos experimentos de coinmunoprecipitación. El primer experimento se diseñó para 
estudiar la coinmunoprecipitación de MOR con cada una de las variantes polimórficas de D4R y 
el mutante D4.0R. Se utilizaron células transfectadas con HA-D4.0R, HA-D4.2R, HA-D4.4R, HA-
D4.7R y/o YFP-MOR (Tabla 6). En este caso se inmunoprecipitaron las muestras que contenían 
el epítopo HA utilizando un anticuerpo anti-HA. Para confirmar los resultados obtenidos, se 
utilizaron células transfectadas con HA-MOR y/o Flag-D4.4R (Tabla 6) y se inmunoprecipitaron 
con un anticuerpo anti-HA. 
Experimentos Proteína IP Proteína de fusión Tratamiento 
 
Coinmunoprecipitación 
para estudio de 
heterodímeros MOR y 
las variables 
polimórficas de D4R  
 
 
Inmunoprecipitación  
de HA 
YFP-MOR 
HA-D4.0R 
HA-D4.2R 
HA-D4.4R 
HA-D4.7R 
YFP-MOR + HA-D4.0R 
YFP-MOR + HA-D4.2R 
YFP-MOR + HA-D4.4R 
YFP-MOR + HA-D4.7R 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
Inmunoprecipitación  
de HA 
HA-MOR 
Flag-D4.4R 
HA-MOR + Flag-D4.4R 
- 
- 
- 
Efecto de agonistas y 
antagonistas en la co-
inmunoprecipitación de 
MOR y D4.4R. 
Inmunoprecipitación  
de Flag 
HA-MOR 
Flag-D4.4R 
Vehículo 
Vehículo 
 
HA-MOR + Flag-D4.4R 
Vehículo 
DAMGO (10 μM) 
Naloxona (10 μM) 
Dopamina (10 μM) 
PD168,077 (10 μM) 
L745,870 (10 μM) 
Tabla 6. Experimentos de coinmunoprecipitación.  
Se indica la proteína que se ha inmunoprecipitado (IP), la proteína o proteínas de fusión con la que se han transfectado 
las células y el tratamiento farmacológico efectuado. Se detallan las concentraciones de uso de los agonistas y 
antagonistas de los receptores.  
Abreviaturas: MOR, receptor μ opioide; D4.2R, D4.4R y D4.7R, variantes polimóficas del receptor dopaminérgico D4R; 
D4.0R, mutante de la variante polimórfica D4.2R que no presenta polimorfismos. 
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En el segundo experimento se evaluó la coinmunoprecipitación de D4.4R y MOR al ser 
tratados con fármacos de acción agonista o antagonista (Tabla 6). En este caso se utilizaron 
células transfectadas con HA-MOR y/o Flag-D4.4R que se incubaron con medio DMEM 
suplementado con 2 % de FCS durante toda la noche en un incubador a 37 °C y 
posteriormente se trataron durante 30 minutos con DAMGO (10 μM), naloxona (10 μM), 
dopamina (10 μM), PD168,077 (10 μM) o L745,870 (10 μM), diluidos en medio DMEM 
suplementado con 2 % de FCS (Tabla 6). Las muestras se inmunoprecipitaron con un 
anticuerpo anti-Flag. 
4.1. Obtención de extractos proteicos 
Para obtener los extractos proteicos (Apéndice E-1) las células transfectadas se lavaron 
con PBSA frío (Apéndice E-2), se recolectaron y se centrifugaron a 900 g durante 5 minutos. El 
pellet se mantuvo durante 1 hora a –70 °C. Posteriormente las células se lisaron con tampón 
RIPA (radio-immunoprecipitation) (Apéndice E-3) que contenían inhibidores de proteasas 
(Complete Protease Inhibitos Cocktail Tablets; Roche) durante 1 h a 4 °C. Los lisados celulares 
se centrifugaron a 8,000 g durante 10 minutos a 4 °C. Una fracción del sobrenadante se 
reservó como control de la expresión de los genes transfectados y el resto se empleó para los 
experimentos de coinmunoprecipitación. 
4.2. Inmunoprecipitación 
4.2.1. Inmunoprecipitación de receptores fusionados a HA 
Para inmunoprecipitar los receptores fusionados a HA (Apéndice E-4) los lisados 
celulares se incubaron durante 4 horas a 4 °C con un anticuerpo anti-HA.11 (1:180) (clon 
16B12; Covance Research Products). Se preparó una mezcla con una proporción 2:3 de 
proteína A acoplada a acrilamida (protein A Trisacryl® beads; Thermo Scientific) y RIPA 
(Apéndice E-4.1), que se añadió a los lisados celulares a una dilución 1:11 y se incubó en 
agitación durante toda la noche a 4 °C. Al día siguiente las muestras se centrifugaron a 
1,000 rpm durante 1 minuto a temperatura ambiente, se descartó el sobrenadante, se añadió 
1 ml de RIPA, se centrifugó de nuevo y se retiró el sobrenadante. Este proceso se repitió tres 
veces. El pellet se conservó a 4 °C hasta su utilización.  
4.2.2. Inmunoprecipitación de receptores fusionados a Flag 
Para inmunoprecipitar los receptores fusionados a Flag (Apéndice E-5) se preparó una 
mezcla con una proporción 2:3 del anticuerpo anti-Flag acoplado a esferas de 
inmunoprecipitación (Flag Beads Red-anti flag M2 affinity gel; Sigma-Aldrich) y RIPA. Esta 
mezcla se añadió a los lisados celulares a una dilución 1:15 y se incubó en agitación durante 3 
horas a 4 °C. Posteriormente se centrifugó a 1,000 rpm durante 1 minuto, se añadió 1 ml de 
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RIPA al pellet y se volvió a centrifugar. Este proceso se repitió tres veces. El pellet se conservó 
a 4 °C.  
4.3. Western blot 
Los inmunoprecipitados y los lisados celulares reservados como control se 
desnaturalizaron mediante incubación en el tampón reductor Laemmli (Apéndice E-6) durante 
10 minutos a 37 °C o 95 °C, respectivamente. Las muestras se resolvieron por electroforesis en 
geles de poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes (SDS-PAGE). Para ello se utilizó el 
sistema de electroforesis Mini-PROTEAN®Tetra Cell (Bio-Rad). El gel separador se preparó al 
10 % de acrilamida (Apéndice E-7.1), mientras que el gel concentrador se diluyó al 4 % de 
acrilamida (Apéndice E-7.2). Se cargaron 25 μl de cada muestra y se llevó a cabo una 
electroforesis a 100 V usando una fuente Power/PAC 300 (Bio-Rad) durante 2 horas en tampón 
de electroforesis 1x (Apéndice E-7.4). 
Las proteínas se transfirieron a membranas de nitrocelulosa (Schleicher & Schuell 
Biosciences) utilizando el sistema de transferencia de Bio-Rad (Mini Trans-Blot® 
Electrophoretic Transfer Cell; Bio-rad) y con un voltaje constante de 100 V durante 1 hora en 
tampón de transferencia (Apéndice E-7.5). Posteriormente, las membranas se lavaron dos 
veces en tampón Tris salino (TBS 1x) (Apéndice E-7.6) y se bloquearon en una solución de 
leche desnatada en polvo al 5 % en TBS-T 1x (Apéndice E-7.7), en agitación durante 1 hora y a 
temperatura ambiente. Después de lavar tres veces con TBS-T 1x (Apéndice E-7.8) durante 10 
minutos, las membranas se incubaron con el anticuerpo primario correspondiente (anti-HA o 
anti-Flag) (Tabla 7) durante toda la noche a 4 °C. Posteriormente, las membranas se lavaron 
tres veces con TBS-T 1x durante 10 minutos, y se incubaron con el anticuerpo secundario 
apropiado (Tabla 7) durante 1 hora a temperatura ambiente. Finalmente, las membranas se 
lavaron con TBS-T 1x tres veces durante 10 minutos.  
La presencia de proteínas se detectó por emisión de fluorescencia con el sistema 
Oddysey Infrared Imaging System (LI-COR Bioscience), o en el caso de haber incubado con un 
anticuerpo acoplado a peroxidada de rábano (HRP) se detectó por quimioluminiscencia usando 
ECL (Enhanced Chemiluminescence; GE Healthcare) con el sistema Kodak image station 
440CF (Eastman Kodak). 
4.4. Inmunodetección de proteínas coinmunoprecipitadas 
Para detectar la proteína coinmunoprecipitada en la misma membrana en la que se 
detectó la proteína inmunoprecipitada, la membrana se incubó en tampón de stripping (tampón 
para la eliminación de anticuerpos; Apéndice E-7.10) en agitación constante durante 30 
minutos a 65 °C. Posteriormente se lavó con TBS-T 1x repetidas veces hasta eliminar los 
restos de β- mercaptoetanol. Una vez terminados los lavados, la membrana se reutilizó para la 
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inmunodetección de la proteína en cuestión incubando en los anticuerpos apropiados (anti-
Flag, anti-YFP o anti-HA) (Tabla 4) tal y como se describe en el apartado 4.3. 
Anticuepro primario Dilución Anticuerpo secundario Dilución 
Anti-FLAG M2 desarrollado en 
ratón (Sigma-Aldrich) 
1:1,000 Anti-IgG de ratón acoplado a fluorocromo 
verde IRDye 800 (Li-cor Bioscience) 
1:10,000 
Anti-HA desarrollado en conejo  
(Gene TEX) 
1:2,500 Anti-IgG de conejo acoplado a fluorocromo 
verde IRDye 800 (Li-cor Bioscience) 
1:10,000 
Anti-FLAG conjugado a HRP 
desarrollado en ratón  
(Sigma-Aldrich) 
1:1,000 - 1:10,000 
Anti-GFP 168AT1211 desarrollado 
en ratón (EB00102) (Everest 
Biotech)  * 
1:1,000 
Anti-IgG de ratón acoplado a fluorocromo 
rojo IRDye 800 (Li-cor Bioscience) 
1:10,000 
Tabla 7. Anticuerpos utilizados en la inmunodetección de las proteínas inmunoprecipitadas.   
Se indica el anticuerpo primario y el respectivo anticuerpo secundario usado en cada ensayo. Todos los anticuerpos se 
diluyeron en TBS-T al 5% de leche desnatada y al 0.1% de azida sódica (Apéndice E-7.9), exceptuando el anticuerpo 
acoplado a HRP que se diluyó en TBS-T al 5% de leche (Apéndice E-7.7)  
(*) El anticuerpo anti-GFP se utilizó para detectar YFP fusionada al receptor μ opioide. Según la información 
proporcionada por la casa comercial este anticuerpo reconoce a todas las variantes de GFP, incluida YFP. 
Abreviaturas: GFP, proteína verde fluorescente; HRP, enzima peroxidasa de rábano; YFP, proteína amarilla 
fluorescente. 
5. Internalización de receptores 
Para estudiar la internalización de MOR y D4R se utilizaron células HEK293T 
transfectadas con HA-MOR y/o Flag-D4.4R sembradas sobre cubreobjetos. La estimulación de 
los receptores se realizó con DAMGO (10 μM) y/o PD168,077 (10 μM). El tiempo de incubación 
con los compuestos fue 15, 30 o 60 minutos.  
5.1. Inmunocitoquímica fluorescente 
Las células se incubaron con los anticuerpos primarios anti-Flag y anti-HA (Tabla 8, 
Apéndice F-1) durante 1 hora a 4 °C. Inmediatamente después se incubaron con el fármaco 
agonista correspondiente durante 15, 30 o 60 minutos a 37 °C. Una vez retirado el medio, las 
células se fijaron con formaldehído al 3.7 % (Apéndice F-2) durante 20 minutos. Después de 
lavar tres veces con tampón de lavado (Apéndice F-3), se permeabilizaron con Blotto-Tx 
(Apéndice F-4) durante 20 minutos. Se volvieron a lavar y se incubaron durante 20 minutos con 
los anticuerpos secundarios (Tabla 8). Todas las incubaciones se realizaron a temperatura 
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ambiente. Finalmente los cubreobjetos con las células inmunoteñidas se montaron sobre 
portaobjetos con medio de montaje para fluorescencia Mounting fluorescence medium (DAKO). 
Anticuerpo primario Dilución Anticuerpo secundario Dilución 
Anti-FLAG M1 desarrollado en 
ratón(Sigma-Aldrich)  
1:1,000 Anti-IgG de ratón acoplado a Alexa 488 
(Molecular Probes) 
1:500 
Anti-HA desarrollado en conejo 
(Gene TEX) 
1:1,000 Anti-IgG de conejo acoplado a Alexa 594 
(Molecular Probes) 
1:500 
Tabla 8. Anticuerpos utilizados en los experimento de internalización.  
Se indica el anticuerpo primario y el respectivo anticuerpo secundario utilizado. Los anticuerpos primarios se diluyeron 
en DMEM libre de suero y HEPES al 0.01 % (Apéndice F-1) y los anticuerpos secundarios se diluyeron en Blotto 
(Apéndice F-5). 
5.2. Cuantificación de la señal inmunofluorescente  
Las células inmunomarcadas se analizaron con un microscopio láser confocal (modelo 
SP5 II, Leica), utilizando el objetivo de 63x. Se realizaron microfotografías en el nivel medio del 
eje Z de las células y las imágenes obtenidas se convirtieron a escala de grises. Con ayuda del 
programa ImageJ 1.45m (National Institutes of Health, NIH) se realizaron medidas de densidad 
óptica (DO) (Figura 12) en la membrana plasmática, en la zona del interior celular más próxima 
a la membrana plasmática y en la región exterior de la célula (marcaje inespecífico). 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 12. (A- C) Microfotografía representativa de una célula HEK293T transfectada con HA-MOR y marcada 
por inmunocitoquímica fluorescente.  
Los cuadrados indican las regiones de las imágenes en las que se midió la densidad óptica del receptor en la 
membrana plasmática (A), el interior celular (B) y el marcaje inespecífico (C). Se analizaron un total de 30 células por 
cada tiempo y tratamiento. Para cada una de las células se realizó el número de medidas de densidad óptica 
necesarias para abarcar toda la señal en cada una de las zonas evaluadas. La densidad óptica de cada región de la 
célula correspondió a la media de las densidades ópticas obtenidas.  
La señal de los receptores en la membrana plasmática y en el interior celular se calculó 
teniendo en cuenta la señal total de receptor. El porcentaje de DO obtenido en la membrana 
plasmática se correspondió con el receptor no internalizado y se calculó con la siguiente 
fórmula:  
Fondo 
Membrana  
plasmática 
Interior  
celular 
A B C 
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%DO membrana plasmática  = DO membrana plasmática-marcaje inespecífico
DO total
  ×100 
El porcentaje de DO obtenido en el interior celular se correspondió con el receptor 
internalizado y se calculó como:  
%DO interior celular  = DO interior celular-marcaje inespecífico
DO total
  ×100 
En ambos casos la DO total es la suma de la DO de la membrana plasmática y la DO del 
interior celular corregida con el valor de marcaje inespecífico. 
6. Autorradiografía cuantitativa del receptor μ opioide por 
fijación del radioligando [3H]DAMGO 
Se utilizó la autorradiografía cuantitativa por fijación de radioligando para evaluar la 
influencia de la activación del D4R sobre la afinidad y número de sitios de unión de MOR 
(características farmacológicas) en el CPu de rata.  
6.1. Procesamiento del tejido 
Las ratas (n = 4-6 por tratamiento) se sacrificaron mediante decapitación con guillotina 
30 minutos después de recibir una inyección de morfina (10 mg kg –1, i.p.) y/o PD168,077 
(1 mg kg –1, i.p.). Los cerebros se extrajeron rápidamente, se congelaron mediante inmersión 
en isopentano (Merk) (–40 °C) y se almacenaron a –80 °C hasta su posterior utilización. Los 
experimentos de autorradiografía se llevaron a cabo sobre secciones coronales de CPu de 
14 µm de grosor obtenidas con un criostato MICROM HM 550 (Microm Laborgeräte S.L.) 
montadas sobre portaobjetos Superfrost®Plus (Menzel-Gläser).  
6.2. Autorradiografía 
Se realizaron ensayos de saturación que se llevaron a cabo con diez concentraciones 
diferentes de [3H]DAMGO (actividad específica 51.5 Ci/mmol, Perkin-Elmer), en un rango 
comprendido entre 0.36 nM y 14 nM.  
Las secciones (10 por animal) se preincubaron en tampón de incubación (Apéndice G-1) 
durante 30 minutos para la eliminación de los opioides endógenos. Posteriormente, cada 
sección se incubó con una concentración distinta de [3H]DAMGO (Apéndice G-2) durante una 
hora a temperatura ambiente. Para determinar el marcaje inespecífico se incubaron secciones 
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adyacentes con el radioligando junto a naloxona (10 µM) (Apéndice G-3). Finalmente las 
secciones se lavaron dos veces durante 5 minutos con tampón de lavado a 4 °C (Apéndice G-
5) y durante otros 5 minutos en agua bidestilada a 4 °C, tras lo cual se dejaron secar en una 
corriente de aire frío. 
6.3. Cuantificación del marcaje radiactivo y análisis de los datos 
Las secciones se expusieron a films Kodak BioMax MR-1 (Sigma-Aldrich) durante 6 
semanas. Junto a los films se colocaron estándares comerciales de 3H (3H-Microscales, GE 
Healthcare). Una vez expuestos, los films se revelaron con líquido revelador LX 24 X-Ray 
Developer (Eastman Kodak) durante dos minutos. Tras un lavado en agua se fijaron con 
líquido fijador AL-4 X-Ray Fixer (Eastman Kodak) durante 10 minutos. Finalmente se lavaron 
abundantemente en agua y se dejaron secar al aire. 
Los films se digitalizaron (ScanMaker 9800XL, Microtek Internacional Inc) y se 
obtuvieron valores de densidad óptica del CPu y de los estándares de 3H usando el programa 
de análisis de imagen ImageJ 1.45m (National Institutes of Health, NIH). Se realizaron medidas 
tanto en la matriz como en los estriosomas del CPu. Los valores de densidad óptica se 
extrapolaron en valores de fmol mg–1 de proteína. La unión específica de [3H]DAMGO a MOR 
se determinó restando a los valores de unión del radioligando (unión total) los valores de unión 
del radioligando en presencia de naloxona (unión no específica). 
Los datos obtenidos fueron analizados mediante una regresión no lineal con el programa 
informático GraphPad Prism© 2.01 (GraphPad Software, Inc) para determinar la constante de 
disociación (Kd) y el número de sitios de unión (Bmax) de [3H]DAMGO. 
7. Autorradiografía funcional del receptor μ opioide por 
acumulación de [35S]GTPγS tras activación por ligando 
Mediante autorradiografía funcional por acumulación de [35S]GTPγS tras unión a ligando 
se evaluó el efecto de la activación de D4R en el acople funcional de MOR a la proteína Gi/0, en 
secciones coronales de CPu de rata.  
7.1. Experimentos in vitro 
7.1.1. Estudio temporal  
Las ratas naïve (n = 4) se sacrificaron mediante decapitacion con guillotina, los cerebros 
se extrajeron, se congelaron y se obtuvieron secciones coronales de CPu siguiendo el mismo 
procedimiento que el descrito para la autorradiografía cuantitativa de MOR (apartado 6.1).  
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Las secciones (8 por animal) se lavaron durante 15 minutos en tampón de ensayo BA 
(Apéndice H-1) y posteriormente se pre-incubaron otros 15 minutos en el mismo tampón con 
GDP (2 mM) (Apéndice H-2). A continuación se realizaron los tratamientos in vitro con 
[35S]GTPγS (0.04 nM), GDP (2 mM), DAMGO (3 µM) (Apéndice H-3) en tampón BA durante 20, 
40, 60, 80 o 100 minutos a temperatura ambiente. La secciones control se incubaron en en una 
mezcla vehículo ausencia de los agonistas opioide (Apéndice H-4). Finalmente, las secciones 
se lavaron dos veces durante 5 minutos con tampón de lavado a 4 °C (Apéndice H-5) y durante 
otros 5 minutos en agua bidestilada a 4 °C, tras lo cual se dejaron secar en una corriente de 
aire frío. 
7.1.2. Estudio dosis-respuesta  
Se obtuvieron secciones de CPu de ratas naïve (n = 4) siguiendo el mismo 
procedimiento que en el apartado anterior (apartado 7.1.1). Al igual que para el estudio 
temporal, las secciones se lavaron con tampón de ensayo BA y se preincubaron 15 minutos 
con GDP (2 mM). El ensayo se llevó a cabo incubando con [35S]GTPγS (0.04 nM), GDP 
(2 mM), DAMGO (3 µM) y/o PD168,077 (9, 90 y 180 nM) (Apéndice H-3, 6 o 7) en tampón BA, 
o con mezcla vhehículo (Apéndice H-4) durante 40 minutos a temperatura ambiente. A 
continuación las secciones se lavaron como se ha explicado anteriormente (apartado 7.1.1). 
7.1.3. Estudio de preestimulación del receptor dopaminérgico D4  
Tal y como se describió en el apartado anterior, las ratas naïve (n = 4) se sacrificaron 
mediante decapitacion con guillotina, los cerebros se extrajeron, se congelaron y se obtuvieron 
secciones coronales de CPu (Apartado 7.1.2.). Las secciones se lavaron con tampón de 
ensayo BA y se preincubaron con GDP (2 mM) (Apéndice H-2) o con GDP (2 mM) y PD168,077 
(90 nM) (Apéndice H-8) durante 30 o 60 minutos. El ensayo se llevó a cabo incubando con 
[35S]GTPγS (0.04 nM), GDP (2 mM) y DAMGO (3 µM) (Apéndice H-3) en tampón BA o en 
mezcla vehículo (Apéndie H-4) durante 40 minutos a temperatura ambiente. A continuación las 
secciones se lavaron como se ha explicado en el apartado 7.1.1. 
7.2. Experimentos in vivo 
7.2.1. Tratamiento agudo 
Las ratas (n = 4-6 por tratamiento) recibieron una inyección de morfina (10 mg kg–1, i.p.) 
y/o PD168,077 (1 mg kg–1, i.p.). Pasados 30 minutos, los animales se sacrificaron por 
decapitación, se extrajeron los cerebros, se congelaron y se obtuvieron secciones coronales de 
CPu tal y como se ha descrito en el apartado 6.1. Las secciones se lavaron con tampón BA y 
se preincubaron con de GDP (2 mM) durante 15 minutos. Posteriormente se realizó la 
estimulación de los receptores MOR y D4R incubando durante 40 minutos con [35S]GTPγS 
(0.04 nM), GDP (2 mM), DAMGO (3 µM) y/o PD168,077 (90 nM) (Apéndice H-3, 6 o 7) en 
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tampón BA, o en mezcla vehiculo (Apéndice H-4) y a temperatura ambiente. Los lavados se 
realizaron tal y como se ha descrito anteriormente (apartado 7.1.1.) 
7.2.2. Tratamiento crónico 
Las ratas (n = 4-6 por tratamiento) recibieron un tratamiento continuo de morfina 
(20 mg kg–1 d–1) y/o PD168,077 (1 mg kg–1 d–1) gracias a una bomba osmótica implantada 
subcutáneamente (Apartado 2.1.2). Pasados 6 días, los animales se sacrificaron, los cerebros 
se extrajeron, se congelaron y se obtuvieron secciones coronales de CPu tal y como se ha 
descrito en el apartado 6.1. Se realizó el mismo protocolo de autorradiografía funcional 
detallado en el apartado 7.2.1. 
7.3. Cuantificación del marcaje radiactivo y análisis de los datos 
Todas las secciones se expusieron a films Kodak BioMax MR-1 (Sigma-Aldrich) durante 
48 horas. Después, los films se revelaron con el líquido revelador LX 24 X-Ray Developer 
(Eastman Kodak) durante dos minutos. Se lavaron con agua y se fijaron con el líquido fijador 
AL-4 X-Ray Fixer (Eastman Kodak) durante 10 minutos. Finalmente se lavaron 
abundantemente con agua y se dejaron secar expuestos a una corriente de aire. 
Los films fueron digitalizados (ScanMaker 9800XL, Microtek Internacional Inc) y se 
obtuvieron valores de densidad óptica de los estriosomas y la matriz del CPu con el programa 
ImageJ 1.45m (National Institutes of Health, NIH). Los valores de densidad óptica se 
corrigieron restando el valor de densidad óptica de fondo y se transformaron en nCi g–1 
utilizando muestras estándar de 14C (GE Healthcare).  
8. Microarray 
Se analizaron los cambios en el patrón de expresión génica en el CPu de rata en 
respuesta al tratamiento con morfina y/o PD168,077 mediante la técnica de microarray.  
8.1. Procesamiento del tejido y extracción del ARN 
Pasadas 1 o 2 horas de tratamiento con morfina (10 mg kg–1, i.p.) y/o PD168,077 
(1 mg kg–1, i.p.) las ratas (n = 6 por tratamiento) se sacrificaron mediante decapitación con 
guillotina, se diseccionó el CPu y a continuación las muestras se embebieron en el reactivo 
RNAlater (Qiagen Inc.) para proteger el ARN. Se almacenaron a –80 °C hasta su uso. Para la 
extracción del ARN, las muestras se descongelaron a temperatura ambiente y se agruparon de 
tres en tres para obtener dos réplicas por grupo experimental. La extracción de ARN total se 
realizó con un kit comercial (RNeasy Mini Kit, Qiagen), siguiendo las indicaciones del 
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fabricante. La concentración de ARN total se midió con el espectrofotómetro NanoDrop ND-
 1000 (NanoDrop Technologies Inc.), mientras que la determinación de la calidad del ARN se 
realizó mediante electroforesis capilar en chip usando el sistema RNA 6000 Nano LabChip Kit 
y el software Agilent Bioanalyzer 2100 (Agilent Technologies). Sólo las muestras con un valor 
de RIN (RNA IntegrityNumber)1 superior a 9 se utilizaron en los experimentos posteriores. 
8.2. Producción de ARN amplificado  
Para amplificar el ARN obtenido se utilizó el sistema GeneChip® 3’ IVT Express Kit 
(Afymetrix), siguiendo el protocolo de la casa comercial descrito en el manual de usuario. A 
300 ng de ARN de alta calidad (RIN superior a 9) por muestra, se añadieron controles de ARN 
poli-A. Se amplificó el ADNc (ADN complementario) monocatenario por reverso transcripción 
utilizando un cebador universal oligo-T7 (dT)2. El ADNc monocatenario producido se incubó en 
una mezcla de reacción que contenía RNasa H y DNA polimerasa, para amplificar la segunda 
cadena y dar lugar a ADNc bicatenario. Mediante el uso de ARN polimerasa T7 y Uridina 
trifosfato (UTP) biotinilado se llevó a cabo la transcripción in vitro de múltiples copias de ARN 
amplificado biotinilado (ARNa). Finalmente se purificó el ARNa y se evaluó su concentración, 
pureza y calidad midiendo el ratio 260/280 mediante un espectofotómetro NanoDrop ND-1000 
(NanoDrop Technologies Inc.). De cada muestra se utilizaron 15 µg del total de ARNa obtenido, 
que se fragmentó mediante disrupción enzimática (Figura 13). 
8.3. Hibridación del ARN amplificado en los microarrays y escaneo 
Para la hibridación, se utilizó el microarray GeneChip® Rat Genome 230.2.0 (Affymetrix) 
del genoma completo de rata, que contiene un total de 31,000 conjuntos de sondas para el 
análisis de 28,000 genes. Además, cada microarray presenta una serie de sondas que sirven 
de controles de hibridación (bioB, bioC, bioD y cre), controles de genes constitutivos y controles 
Poly-A. El proceso de hibridación del ARNa biotinilado al microarray se llevó a cabo con el kit 
GeneChip® Hybridization, Wash, and Stain Kit (Affymetrix). Siguiendo las indicaciones del 
fabricante, el ARNa fragmentado se mezcló con varios ARN que sirven de control de 
hibridación, se introdujo la mezcla en los microarrays y se procedió a la hibridación en un horno 
de hibridación GeneChip® Hybridization Oven 640 (Affymetrix) en constante agitación (60 rpm), 
durante 16 horas y a 45 ºC.  
1 El software Agilent 2100 Bioanalyzer mide los valores de intensidad de las bandas 28S y 18S del ARN, el ratio 
espectofotométrico 260/280 y a partir de esos datos da un valor objetivo de la calidad del ARN conocido como RIN 
(RNA IntegrityNumber), que oscila entre 1 y 10, siendo 1 el más degradado y 10 el más íntegro.  
 
2 El oligo-T7 (dT) es un cebador universal que dará lugar a ADNc con una secuencia promotora T7  
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Se realizaron incubaciones para el revelado con estreptavidina-ficoeritrina de las 
muestras hibridadas en la estación fluídica GeneChip® FluidicsStation 400 (Affymetrix) y se 
procedió a escanear las muestras con el GeneChip Scanner 7G (Affymetrix), a partir del cual se 
obtuvieron los datos de la imagen, intensidad de la señal y posición de cada una de las sondas. 
La intensidad de la señal emitida a 570 nm es proporcional a la cantidad de ARNa biotinilado 
que ha hibridado. 
 
Figura 13. Esquema de los pasos principales del GeneChip® 3’ IVT Express Kit.  
Se muestran los pasos seguidos desde la extracción de ARN total, la amplificación y la biotinilazación del mismo, hasta 
su hibridación al GENECHip® Rat Genome 230.2.0.  
Abreviaturas: ADNc, ADN complementario; ARNa, ARN amplificado. Tomado y modificado del Manual de usuario de 
GeneChip® 3’ IVT Express Kit de Afymetrix.  
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poli-A
2. Síntesis de la primera
cadena de ADNc
3. Síntsis de la segunda
cadena de ADNc
4. Transcripción in vitro y 
marcado de ARN
5. Purificación del ARNa
6. Fragmentación
7. Hibridación
Leyenda: ARN ADN Promotor T7 Biotina
Tiempo aproximado
4-16 horas
0.75 horas
1 hora
16 horas
1.5 horas
2.25 horas
PasosPasos Tiempo aproximado
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8.4. Normalización y análisis de datos 
La normalización y sumarización3 de los datos de intensidad se realizó con el Expression 
Console de Affymetrix mediante el algoritmo RMA (Robust Multi-array Average). Una vez 
obtenida la matriz de datos de expresión de alrededor de 31,000 grupos de sondas (~28,000) y 
16 muestras, y con el objetivo de reducir la dimensionalidad de los datos, se eliminaren el 50% 
de los genes con menor variabilidad utilizando el programa BRBArray Tools (Biometric 
Research Branch). Ya que el reducido tamaño muestral no permitía el uso de test estadísticos 
para la identificación de los genes con expresión diferencial entre grupos, se decidió calcular en 
cada comparación (control vs. morfina; control vs. PD168,077; control vs. morfina + PD168,077; 
morfina vs. PD168,077; morfina vs. morfina + PD168,077; PD168,077 vs. morfina + 
PD168,077; a 1 y 2 horas) el fold-change (FC) para todos los genes y utilizarlo como criterio 
para decidir qué genes están diferencialmente expresados. Teniendo en cuenta que, después 
de la normalización y la sumarización de los datos de intensidad, los datos de expresión para 
cada gen están en log2, el FC se calculó mediante la siguiente fórmula:  
FC gen X = 2(Media Grupo Tratamiento A X – Media Grupo Tratamiento BX) 
Una vez calculados todos los valores de FC se eligieron aquellos con un valor superior a 
2 o inferior a 0.5 y se calculó el valor estándar z utilizando la siguiente fórmula: 
𝑧𝑧 =  𝑥𝑥 −  µ
𝜎𝜎
 
Donde µ corresponde a la media del valor de expresión del gen y σ a la desviación 
estándar.  
 Posteriormente se seleccionaron únicamente los genes obtenidos de las comparaciones 
realizadas respecto al grupo control de cada tiempo. Con la herramienta bioinformática DAVID 
(DAVID 6.7; Bioinformatic database) se estudió qué términos biológicos de la base de datos 
Ontología Génica (GO) estaban enriquecidos en las listas de genes seleccionados para cada 
tratamiento. Entre los términos del GO, se estudió el enriquecimiento de los procesos 
biológicos. Se consideraron como significativamente enriquecidos aquellos términos que 
presentaran un valor p < 0.05 (sin corregir) en el test exacto de Fisher. Además, por una 
búsqueda manual de cada gen en Pubmed, los genes exclusivos de cada tratamiento se 
clasificaron en grupos de acuerdo a las funciones de las proteínas que expresan.  
 
3 La sumarización es el procedimiento mediante el cual se consigue un único valor para un grupo de sondas 
partiendo de los valores de intensidad para cada una de ellas 
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9. Inmunohistoquímica 
Mediante técnicas inmunohistoquímicas se estudió el efecto de la morfina y/o el 
PD168,077 sobre la distribución y los niveles de expresión de las proteínas GIRK1, GIRK2 y 
RGS12 en CPu y SN de rata. Posteriormente, para definir las poblaciones celulares 
inmunomarcadas, se realizó un doble marcaje inmunofluorescente de GIRK1 con los 
marcadores de las diferentes poblaciones de interneuronas (acetilcolintransferasa, ChAT; 
calretinina, CR; parvalbúmina, PV; y somatostatina, SS) en CPu, y de GIRK1, GIRK2 y RGS12 
con tiroxina hidroxilasa (TH) en SN.  
9.1. Tratamientos y procesamiento del tejido 
Las ratas (n = 8 por grupo) se trataron de forma aguda con los fármacos recibiendo en 
primer lugar una inyección de PD168,077 (1 mg kg–1, i.p) o de vehículo y posteriormente 4 
inyecciones de morfina (10 mg kg–1, i.p.) o solución salina cada 30 minutos (Figura 14). 
Pasadas 2 horas desde la primera administración de morfina o el vehículo, los animales se 
sacrificaron mediante perfusión vascular transcardiaca bajo los efectos anestésicos de 
pentobarbital sódico (Abbott) (60 mg kg–1, i.p). Los tejidos se fijaron con paraformaldehido al 
4% en tampón fosfato (PB) 0.1 M, pH 7.3 (Apéndice I-1.1). Finalmente se extrajeron los 
cerebros y se postfijaron por inmersión en agitación en la misma solución fijadora durante 2 
horas a 4 °C. 
Para preservar la estructura del tejido durante la congelación se sometió a los cerebros a 
un proceso de crioprotección con una solución de sacarosa al 30 % (Apéndice I-1.2) a 4 °C 
durante 72 h. 
El tejido se congeló rápidamente con nieve carbónica y se obtuvieron secciones 
coronales de 30 µm de grosor con un microtomo de congelación (modelo CM 1325, Leica). Las 
secciones se recogieron de forma seriada en placas de doce pocillos que contenían una 
solución de conservación del tejido constituida por PBS con azida sódica al 0.02 % 
(Apéndice I - 1.3). Las secciones se almacenaron a 4 °C hasta su posterior procesamiento con 
técnicas inmunohistoquímicas o de inmunofluorescencia. 
 
Figura 14. Diagrama temporal de los tratamientos administrados a las ratas para los experimentos de 
inmunohistoquímica.  
Todas las ratas recibieron un total de cinco inyecciones antes de su sacrificio. 
Vehículo/ 
PD168,077
Morfina/ 
Solución salina
Morfina/ 
Solución salina
Morfina/ 
Solución salina
Morfina/ 
Solución salina
Sacrificio
0 120906030-30
Tiempo
(min)
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9.2. Anticuerpos primarios 
Los anticuerpos primarios utilizados en este trabajo fueron anti-Kir3.1 (GIRK1), anti-Kir3.2 
(GIRK2), anti-RGS12, anti-TH, anti-CR, anti-SS, anti-ChAT y anti- PV. La información detallada 
de cada anticuerpo se recoge en la Tabla 9.  
Los anticuerpos se diluyeron en una solución de PBS con Tritón X-100 al 0.1 % y azida 
sódica al 0.2 % (Apéndice I-2). 
Anticuerpos primarios Secuencia antigénica Procedencia Uso Dilución 
Anti- ChAT (cabra) Acetilcolina transferasa Millipore IF 1:750* 
Anti- CR (cabra) Calretinina Swant IF 1:10,000* 
Anti- Kir3.1 (GIRK1) 
(conejo) 
Aa 437-501 de GIRK1 Alomone Labs IHC, IF 
1:200# 
1:500* 
Anti- Kir3.2 (GIRK2) 
(conejo) 
Aa 374-414 de GIRK2 Alomone Labs IHC, IF 
1:500# 
1:1,000* 
Anti- PV (ratón) Parvalbúmina Sigma-Aldrich IF 1:5,000* 
Anti- RGS12 (cabra) 
Porción medial de 
RGS12 
SantaCruz  
Biotechnology, INC 
IHC, IF 1:500#,* 
Anti- SS (cabra) Somatostatina Chemicon IF 1:5,000* 
Anti-TH (ratón) 
Porción medial de 
Tiroxina hidroxilasa 
InmunoStar IF 1:1,000# 
Tabla 9. Anticuerpos primarios empleados para inmunohistoquímica e inmunofluorescencia.  
Se indica la dilución de los anticuerpos empleada en SN (#) y en CPu (*). 
Abreviaturas: ChAT, acetilcolina transferasa; CR, calretinina; GIRK1, subunidad 1 de canal de potasio rectificador hacia 
el interior acoplado a proteína G; GIRK2, subunidad 2 de canal de potasio rectificador hacia el interior acoplado a 
proteína G; IHC, inmunohistoquímica; IF, inmunofluorescencia; PV, parvalbúmina; RGS12, proteína reguladora de 
señalización de la proteína G; SS, somatostatina; TH, tiroxina hidroxilasa. 
9.3. Inmunohistoquímica para microscopía óptica  
La técnica inmunohistoquímica se realizó simultáneamente en 6-7 secciones del CPu y 
3-4 secciones de SN pertenecientes a una serie rostro-caudal completa del cerebro de cada 
animal. Las secciones coronales en flotación se procesaron siguiendo el método de la avidina-
biotina (Hsu y Raine, 1981), como se explica a continuación. 
En primer lugar se inactivó la peroxidasa endógena tratando las secciones con H2O2 al 
3 % en PBS 0.1 M en agitación durante 30 minutos y a temperatura ambiente. A continuación, 
el tejido se lavó abundantemente (tres lavados de 10 minutos) con PBS (Apéndice I-3.1). 
Posteriormente, las secciones se incubaron en el anticuerpo primario elegido (Tabla 9) en 
agitación constante durante 48 horas y a temperatura ambiente.  
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Tras retirar el anticuerpo primario las secciones se lavaron con PBS (tres lavados de 10 
minutos) y se incubaron durante una hora, en agitación y a temperatura ambiente, con 
anticuerpo anti-IgG de cabra biotinilado o anticuerpo anti-IgG de conejo biotinilado (Vector). 
Estos anticuerpos se llevaron a una dilución de 1:500 en PBS con Tritón X-100 al 0.1 % y 
azida sódica al 0.2 % (Apéndice I-2). Los cortes se lavaron tres veces en PBS y después se 
incubaron durante una hora, en agitación y a temperatura ambiente, en estreptavidina 
acoplada a la enzima peroxidasa de rábano (HRP) (Sigma-Aldrich) diluida a 1:2,000 en PBS. 
El revelado de la actividad peroxidasa se llevó a cabo con 3-3´diaminobenzidina (DAB) 
(Sigma-Aldrich) (0.2 mg ml–1 diluido en PBS y H2O2 al 0.03 %). La reacción se intensificó con 
sulfato amónico de níquel a una concentración de 0.8 mg ml–1. 
Tras lavar las secciones con PBS, éstas se montaron sobre portaobjetos silanizados 
(Apéndice I-4) y se dejaron secar en una estufa a 37 °C. Posteriormente, todas las secciones 
se deshidrataron en una graduación ascendente de alcoholes (50°, 70°, 96° y 100°), se 
aclararon con xileno y se cubrieron usando el medio de montaje Depex mounting medium 
Gurr® (Prolabo). 
Cuantificación del marcaje inmunohistoquímico 
Con una cámara digital DS-Fi1 (Nikon) acoplada a un microscopio óptico Eclipse E400 
(Nikon), se obtuvieron microfotografías con el objetivo de 40x de secciones del CPu y de la SN 
inmunoteñidas para GIRK1, GIRK2 y RGS12. Para cuantificar la intensidad de la señal 
inmunohistoquímica de las neuronas de proyección y del neuropilo se hicieron 3 
microfotografías de la región dorsal de CPu (para cada hemisferio y sección). Además se 
realizaron entre 3 y 4 microfotografías a lo largo de SNc y SNr (para cada hemisferio y 
sección). Para cuantificar el inmunomarcaje en las interneuronas del CPu, se realizaron 
microfotografías de 10 interneuronas tomadas al azar de la región dorsal de este núcleo. El 
análisis de imagen se llevó a cabo con el programa ImageJ 1.45m (National Institutes of Health, 
NIH). Mediante la estimación de la densidad óptica se evaluó la intensidad del inmunomarcaje 
de células individuales o de las áreas totales de las microfotografías. Los valores obtenidos se 
corrigieron con la densidad óptica de una región inmunonegativa adyacente. En algunos casos 
se estimó la densidad de células de un tipo concreto. 
9.4. Doble marcaje inmunofluorescente  
La técnica de inmunofluorescencia doble se realizó sobre secciones coronales flotantes 
de CPu y SN. En primer lugar las secciones se incubaron con el primer anticuerpo primario 
(anti-ChAT, anti-CR, anti-PV, anti-SS o anti-TH; Tabla 9) durante 24 horas. Posteriormente, 
después de tres lavados de 10 minutos con PBS, los cortes se incubaron con el segundo 
anticuerpo primario (Tabla 7) (anti-GIRK1 o anti-RGS12) en agitación constante durante 72 
horas y a temperatura ambiente. La unión antígeno-anticuerpo se puso de manifiesto de dos 
formas distintas: 1) utilizando un anticuerpo secundario directamente acoplado a un 
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fluorocromo Alexa (anti-IgG de conejo acoplado a Alexa 647 o anti-IgG de ratón acoplado a 
Alexa 488; Molecular Probes); o 2) utilizando un anticuerpo secundario biotinilado (anti-IgG de 
cabra biotiniliado o anti-IgG de conejo biotinilado; Vector), y la incubación posterior con 
estreptavidina fluorescente (extravidina acoplada a Alexa 488, Molecular Probes). Los 
anticuerpos secundarios se diluyeron a 1:500 en PBS Tx100 al 0.2% y la estreptavidina se 
diluyó a de 1:2,000 en PBS. Tras lavar las secciones con PBS, éstas se montaron sobre 
portaobjetos silanizados y se cubrieron con un cubreobjetos usando el medio de montaje para 
muestras fluorescentes Dako Fluorescent mounting medium (DAKO). 
Mediante el uso del microscopio láser confocal (modelo SP5 II, Leica), y utilizando el 
objetivo de 63x, se obtuvieron imágenes de secciones de CPu doblemente inmunoteñidas con 
ChAT/GIRK1, SS/GIRK1, PV/GIRK1, CR/GIRK1 y de SN doblemente inmunoteñidas con 
TH/RGS12, TH/GIRK1, TH/GIRK2 y se valoró la colocalización de estos marcadores en dichas 
regiones. 
10. Preferencia de lugar condicionada 
La influencia de la estimulación de D4R sobre las propiedades de refuerzo de la morfina 
se estudió mediante una prueba de preferencia de lugar condicionada (PLC).  
El aparato que se utilizó estaba compuesto por dos compartimentos de iguales 
dimensiones (40 x 34 x 45 cm), diferenciados por los motivos dibujados en sus paredes (rayas 
o puntos). Ambos compartimentos estaban interconectados por un corredor central rectangular 
(28 x 13 x 45 cm) y separados entre sí por dos puertas correderas (Figura 15).  
 
Figura 15. Dibujo esquemático del aparato de preferencia de lugar condicionada utilizado en el estudio.  
Se detallan las medidas de cada uno de los compartimentos y del corredor central. Las puertas correderas permiten 
aislar o conectar los compartimentos.  
La prueba de PLC se realizó en cuatro fases: habituación al investigador y a la 
habitación, pre-condicionamiento, condicionamiento y test. En la fase de habituación (6 días) 
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las ratas se manipularon durante 8 minutos en la habitación de comportamiento. En la fase de 
pre-condicionamiento (6 días) los animales se situaron en el corredor central y se permitió la 
exploración libre de los tres compartimentos durante 15 minutos. Esta fase se grabó en video y 
posteriormente se evaluó el tiempo que cada animal pasó en cada uno de los compartimentos. 
El valor de tiempo asignado a cada compartimento se calculó como la media de los tres últimos 
días de esta prueba. Se descartaron del estudio aquellos animales que pasaron menos de un 
10 % del tiempo en uno de los compartimentos, mostrando aversión por el mismo, o más del 
65 %, mostrando preferencia. En la fase de condicionamiento las ratas (n = 15 por tratamiento) 
se trataron durante 6 días consecutivos con inyecciones (i.p.) alternas de vehículo o los 
fármacos que se detallan a continuación: morfina (3 mg kg–1) y/o PD168,077 (1 mg kg–1). Con 
el fin de que el condicionamiento no fuera sesgado un compartimento al azar se asoció a los 
fármacos y el otro al tratamiento con el vehículo. Inmediatamente después de la inyección los 
animales se confinaron en el compartimento correspondiente, donde permanecieron durante 25 
minutos. El día del test, 24 horas después de la última inyección, los animales se situaron en el 
pasillo y tuvieron libre acceso a todos los compartimentos durante 15 min. En la Figura 16 se 
detalla todo el procedimiento. Se calculó un valor de PLC como la diferencia entre el tiempo 
pasado en el compartimento asociado a la droga el día del test y el tiempo pasado en el mismo 
compartimento durante la fase de precondicionamiento (pretest). 
 
 
Figura 16. Fases de la prueba de preferencia de lugar condicionada.  
Se muestran las tres fases posteriores a la habituación: 1) Fase de pre-condicionamiento: exploración libre por los 
compartimentos y obtención del valor basal o pre-test. 2) Fase de condicionamiento: administración de los fármacos y 
vehículo asociados a cada compartimento y en días alternos. 3) Test: libre exploración por los compartimentos y 
obtención del valor del test.  
 
 
 
 
15 min 
25 min 
15 min 
Pre-test 
 
Test 
 
Pre- condicionamiento 
Día 1- 6  
Condicionamiento 
Días 7- 12 
Test 
Día 13 
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11. Abstinencia 
Para estudiar el efecto de la estimulación de D4R sobre el desarrollo del síndrome de 
abstinencia generado por la morfina, las ratas (n = 8 por tratamiento) se trataron de manera 
crónica mediante el implante subcutáneo de bombas osmóticas que contenían morfina (20 mg 
kg–1  d–1) y/o PD168,077 (1 o 3 mg kg–1 d–1) (Apartado 2.1.2). Pasados 6 días, los animales se 
situaron en una caja transparente (30 x 50 x 20 cm) que permitía la grabación en vídeo del 
experimento. Tras 10 minutos de habituación, la abstinencia se precipitó por la administración 
de naltrexona (20 mg kg–1, i.p.). Se evaluaron síntomas de abstinencia física de tipo cuantitativo 
y cualitativo durante tres periodos consecutivos de 15 minutos. Los signos cuantitativos 
evaluados fueron: número de saltos, aseo genital, sacudidas y chasquido de dientes. Para 
valorarlos se contó el número de episodios de cada uno de estos síntomas a lo largo de toda la 
prueba. Los signos cualitativos considerados fueron: diarrea, rinorrea (aumento de la secreción 
nasal), ptosis (cierre de los párpados con lagrimeo espeso), posturas anormales e irritabilidad. 
Estos síntomas recibieron una puntuación ponderada de acuerdo a su presencia o ausencia a 
lo largo del tiempo. Así, si un síntoma se presentaba durante el primer periodo (0-15 min) 
recibía un valor de 1, si se presentaba en el segundo (15- 30 min) o tercer periodo (30- 45 min) 
recibía un valor de 2 o 3 respectivamente. Por el contrario, si el síntoma no se presentaba se 
otorgaba un valor de 0. Cada animal recibió una valoración global de abstinencia que 
contempló la suma de todos los puntos obtenidos considerando los síntomas cuantitativos y 
cualitativos. 
12. Análisis estadístico 
Los resultados obtenidos en los distintos experimentos se analizaron según el caso 
mediante test estadísticos utilizando el programa informático SigmaStat 2.03® (SPSS, Inc).  
-Test t de Student. 
-Análisis de la varianza para una variable (ANOVA de 1 vía paramétrica o no paramétrica) o 
para 2 variables (ANOVA de 2 vías), seguidos de los test post hoc de Dunn o Bonferroni según 
correspondiera. Los grados de significación se establecieron en p < 0.05, p < 0.01 y p < 0.001 
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Resultados 
1. Coinmunoprecipitación de receptores µ opioides y 
dopaminérgicos D4 
Se realizaron experimentos de coinmunoprecipitación para estudiar la posible formación 
de heterodímeros MOR/D4R. Para ello se utilizaron células HEK293T doblemente transfectadas 
con YFP-MOR y alguna de las variantes polimórficas de D4R acoplada al epítopo HA: D4.2R, 
D4.4R, D4.7R, o D4.0R. 
1.1. Los receptores µ opioides coinmunoprecipitan con los receptores 
dopaminérgicos D4 
Para confirmar la expresión de YFP-MOR y/o HA-D4R en las células transfectadas, los 
lisados celulares se analizaron mediante western blot (Figura 17A y B). Al incubar con el 
anticuerpo anti-HA (Figura 17A), se observó marcaje positivo exclusivamente en los lisados de 
células transfectadas con alguna de las variantes polimórficas de D4R fusionados a HA (Figura 
17A: calles 2-9). Al incubar con anti-GFP (Figura 17B), un anticuerpo que reconoce YFP, se 
detectó señal en las muestras de células transfectadas con YFP-MOR (Figura 17B: calles 1 y 
6-9). 
Después de la inmunoprecipitación con anti-HA, las muestras también se analizaron 
mediante western blot (Figura 17C y D). Con el anticuerpo anti-HA (Figura 17C) se detectó 
señal en aquellas muestras que contenían el epítopo HA, y por tanto alguna variante 
polimórfica de D4R o el mutante D4.0R. Para D4.0R se resolvieron bandas de 39, 60 y 78 kDa 
(Figura 17C: calles 2 y 6); para D4.2R bandas de 45 y 70 kDa (Figura 17C: calles 3 y 7); para la 
variante D4.4R bandas de 40, 51 y 78 kDa (Figura 17C: calles 4 y 8); y por último, para D4.7R se 
obtuvo una banda de 55 kDa (Figura 17C: calles 5 y 9). La presencia de YFP-MOR en las 
muestras inmunoprecipitadas se detectó con el anticuerpo anti-GFP (Figura 17D). Únicamente 
se detectó la presencia de MOR en las muestras procedentes de células transfectadas con 
ambos receptores (Figura 17D: calles 6-9); es decir, cuando MOR estaba presente junto con 
alguna variante polimórfica de D4R. Los experimentos se repitieron 3 veces obteniéndose 
resultados idénticos. 
Para confirmar los resultados obtenidos se realizó un segundo experimento de 
coinmunoprecipitación partiendo de extractos de células cotransfectadas con HA-MOR y Flag-
D4.4R. Se utilizó un anticuerpo anti-HA para inmunoprecipitar las muestras. El análisis por 
western blot de los lisados celulares confirmó la presencia de MOR y D4R en las células 
transfectadas (Figura 17E y F). Al incubar con el anticuerpo anti-HA (Figura 17E) se detectó 
señal en las muestras de células transfectadas con HA-MOR. En concreto se observaron 
rastros de señal en la parte superior de las calles y bandas de aproximadamente 53 y 70 kDa 
(Figura 17A: calles 1, 3 y 4). Al incubar con un anticuerpo anti-Flag (Figura 17F) se observó 
marcaje específico en los lisados de células transfectadas con Flag-D4.4R (Figura 17F: calles 2, 
3 y 4). 
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Figura 17. Coinmunoprecipitación del receptor µ opioide y el receptor dopaminérgico D4 
(A-D) Las muestras provienen de células HEK293T transfectadas con el receptor µ opioide (MOR) acoplado a YFP 
(YFP-MOR) y/o las variantes polimóficas del receptor dopaminérgico D4 (D4R) acopladas a HA (HA-D4.0R, HA-D4.2R, 
HA-D4.4R, HA-D4.7R). Se muestran imágenes representativas de los western blots realizados para los lisados celulares 
(A y B) y para las muestras inmunoprecipitadas con el anticuerpo anti-HA (C y D). Los lisados celulares y las muestras 
inmunoprecipitadas se incubaron con los anticuerpos anti-HA (A y C) y anti-GFP (B y D). La flecha roja señala la banda 
correspondiente a D4.7R presente en células cotransfectadas con HA-D4.7R e YFP-MOR. (*) Bandas que se 
corresponden con las cadenas ligeras del anticuerpo con el que se inmunoprecipitó (anti-HA) (50 kDa).  
(E-H) Las muestras provienen de células HEK293T transfectadas con MOR acoplado a HA (HA-MOR) y D4.4R acoplado 
Flag (Flag-D4.4R). Se muestran imágenes representativas de los western blots realizados para los lisados celulares (E y 
F) y las muestras inmunoprecipitadas con el anticuerpo anti-HA (G y H). Tanto los lisados celulares como las muestras 
inmunoprecipitadas se incubaron con anticuerpos anti-HA (E y G) y anti-Flag (F y H). (°) Muestras procedentes de 
células transfectadas con los receptores independientemente y mezcladas antes de la extracción de proteínas.  
Nota: Para todos los western blots se detallan los pesos moleculares en kDa. Los signos + y –representan la presencia 
o ausencia del receptor en las células, respectivamente. Los números en la parte superior de las membranas indican el 
número de calle. 
Posteriormente se analizaron las muestras inmunoprecipitadas con anti-HA (Figura 17G 
y H). Éstas se incubaron con el anticuerpo anti-HA (Figura 17G), y se detectó señal en todas 
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las muestras que contenían HA-MOR, obteniéndose bandas de aproximadamente 53 kDa 
(Figura 17G: calles 1, 3 y 4). También se detectó señal de Flag-D4.4R tras incubar las muestras 
con anti-Flag (Figura 17H), pero sólo en aquellas muestras procedentes de células 
transfectadas con ambos receptores (Figura 17H: calle 3).  
Para comprobar si la interacción de MOR y D4.4R se había producido en células vivas o 
tras la lisis de las mismas, se mezclaron extractos totales de células que habían sido 
transfectadas únicamente con el plásmido HA-MOR o Flag-D4.4R y se inmunoprecipitaron bajo 
las mismas condiciones que el resto de las muestras. Al incubar con el anticuerpo anti-HA se 
obtuvo señal de HA-MOR (Figura 17G: calle 4). Sin embargo, al incubar las muestras con el 
anticuerpo anti-Flag no se observó señal de Flag-D4.4R (Figura 17H: calle 4). Los experimentos 
se realizaron 3 veces obteniéndose resultados idénticos. 
1.2. Los agonistas o antagonistas de los receptores µ opioides y 
dopaminérgicos D4 no afectan a la coinmunoprecipitación de dichos 
receptores 
 Se realizaron experimentos de coinmunoprecipitación de MOR y D4R tras ser 
estimulados o inhibidos con agonistas (dopamina, PD168,077, DAMGO) y antagonistas 
(naloxona, L745,870) específicos. Se utilizaron extractos de células HEK293T cotransfectadas 
con HA-MOR y Flag-D4.4R. Para efectuar la inmunoprecipitación se utilizó el anticuerpo anti-
Flag.  
 El análisis por western blot confirmó la presencia de los receptores en los lisados 
celulares (Figura 18A y B). Tras incubar con el anticuerpo anti-Flag (Figura 18A) se detectó 
señal de Flag-D4.4R en todas las muestras de células que habían sido transfectadas con dicho 
receptor. Se resolvieron bandas de aproximadamente 55 kDa (Figura 18A: calles 2-8). Al 
incubar con el anticuerpo anti-HA (Figura 18B) se detectó señal de MOR en todas las 
muestras procedentes de las células transfectadas con HA-MOR, observándose bandas de 
aproximadamente 55 y 70 kDa (Figura 18B: calles 1, y 3-8).  
Las muestras inmunoprecipitadas con anti-Flag se analizaron por western blot (Figura 
18C y D). Cuando se incubaron con el anticuerpo anti-Flag (Figura 18C), se detectaron rastros 
de señal en la parte superior de las calles y bandas de alrededor de 55 kDa en las muestras 
que contenían Flag-D4.4R (Figura 18C: calles 2-8). Al incubar con un anticuerpo anti-HA para 
marcar HA-MOR (Figura 18D), se detectaron rastros de señal en la parte superior de las calles 
y bandas de aproximadamente 55 kDa únicamente en las muestras que contenían los dos 
receptores (Figura 18D: calles 3-8). No se observaron diferencias en la coinmunoprecipitación 
tras realizar los distintos tratamientos farmacológicos (Figura 18). Los experimentos se 
repitieron 3 veces y se obtuvieron resultados idénticos. 
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Figura 18. Influencia de la estimulación o bloqueo de los recetores µ opioides y dopaminérgicos D4.4 en su 
coinmunoprecipitación 
Las muestras provienen de células HEK293T transfectadas con el receptor µ opioide (MOR) acoplado a HA (HA-MOR) 
y/o con el receptor dopaminérgico D4.4 (D4.4R) acoplado a Flag (Flag-D4.4R). Se muestran imágenes representativas de 
los western blots realizados con los lisados celulares (A y B) y las muestras inmunoprecipitadas con anti-Flag (C y D). 
Los lisados celulares y las muestras inmunoprecipitadas se incubaron con anti-Flag (A y C) y anti-HA (B y D).  
Nota: Para todos los western blots se detallan los pesos moleculares en kDa. Los signos + y – representan la 
presencia o ausencia del receptor en las células, respectivamente. Los números en la parte superior de las membranas 
indican el número de calle. Tratamientos: DAMGO, agonista receptor µ opioide; naloxona, antagonista receptor µ 
opioide; PD168,077, agonista receptor D4; L745,870, antagonista receptor D4. 
1.3. Discusión parcial 
En los últimos años se ha demostrado que la dimerización de los GPCR no es un 
fenómeno aislado. Por el contrario, actualmente se cree que la mayoría de los GPCR son 
capaces de formar homodímeros y heterodímeros, o incluso formar parte de estructuras más 
complejas denominadas mosaicos de receptores. Estos complejos receptor-receptor, que se 
organizan temporal o permanentemente, dan lugar a respuestas muy complejas y conjuntas 
entre los receptores que lo conforman (Fuxe et al., 1983, 2007). Los receptores 
dopaminérgicos son en este sentido paradigmáticos. Por ejemplo, D2R es capaz de formar 
dímeros con el receptor de somatostatina (Rocheville et al., 2000) y el receptor de adenosina 
(Ferre et al., 1991; Hillion et al., 2002), mientras que D1R es capaz de dimerizar con MOR 
(Juhasz et al., 2008). La heteromerización entre receptores dopaminérgicos también se ha 
descrito. Se ha demostrado la formación de heterodímeros D2R/D3R (Maggio y Millan, 2010; 
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Scarselli et al., 2001), D1R/D2R (Aizman et al.,2000; George y O´Dowd, 2007) y D1R/D3R 
(Marcellino et al., 2008). Recientemente se ha confirmado la formación de homodímeros de 
D4R (Van Craenenbroeck et al., 2011) y de heterodímeros de D4R/D2R (Borroto-Escuela et al., 
2011). 
1.3.1. Validez de los experimentos de coinmunoprecipitación para demostrar la 
heterodimerización de receptores 
La existencia de ciertos oligómeros se ha confirmado por otros métodos, como FRET 
(Fluorescence Resonance Energy Transfer) y BRET (Bioluminiscence Resonance Energy 
Transfer) (Xu et al., 1999), corroborando los resultados obtenidos mediante 
coinmunoprecipitación. Tal es el caso de los homodímeros formados por D4R 
(Van Craenenbroeck et al., 2011), los heterodímeros de MOR y el receptor de sustancia P 
(Pfeiffer et al., 2003) y los heterodímeros A2/D2R (Fuxe et al., 2005; Hillion et al., 2002). Por 
tanto, la coinmunoprecipitación puede ser una buena primera aproximación metodológica para 
la determinación de interacciones entre receptores. 
A pesar de ser la aproximación bioquímica más utilizada para la identificación de dímeros, 
la coinmunoprecipitación presenta limitaciones a la hora de confirmar la existencia de 
interacciones entre proteínas. Uno de los principales problemas es que mediante esta técnica no 
se puede determinar si la interacción de las proteínas es directa o se produce gracias a una 
proteína de acople. Además, únicamente permite la detección de las interacciones más 
abundantes, entre las que no se incluyen las interacciones transitorias (Steel et al., 2014).  
Por otro lado, la naturaleza de la técnica puede dar lugar a interpretaciones erróneas, lo 
que exige rigurosidad a la hora de realizar los ensayos. Durante la lisis celular los receptores se 
extraen del ambiente lipídico de la membrana celular, de modo que tienden a unirse por las 
regiones hidrofóbicas generando agregados. Además, después de la lisis celular y la 
solubilización de las membranas se elimina el material particulado mediante centrifugación. En 
ocasiones el tiempo y la fuerza de centrifugación no son suficientes para separar este material 
particulado, de modo que pequeños fragmentos de la membrana podrían permanecer en la 
fracción soluble del sobrenadante (Milligan et al., 2003). La simple presencia de ambos 
receptores en el mismo fragmento de membrana puede producir un falso positivo. En este 
trabajo se ha utilizado un protocolo de coinmunoprecipitación que previamente se ha validado 
para la demostración de complejos receptor-receptor (Rondou et al., 2008). Además, se han 
realizado los controles habituales y la doble confirmación utilizando dos métodos de 
coinmunoprecipitación diferentes. Por último, se ha comprobado que la coinmunoprecipitación 
se produce en células vivas y no como resultado de una agregación artificial de los receptores 
durante el proceso de lisis celular. 
Recientemente se ha confirmado la heterodimerización de MOR y D4R mediante BRET en 
células HEK293T (Duchou et al., 2015). Sin embargo, se tiene que determinar si dicha 
interacción también se produce en las regiones cerebrales donde ambos receptores colocalizan, 
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es decir, los estriosomas (Rivera et al., 2002) y la SNr (Rivera et al., 2003). Esta cuestión se 
podría abordar con ensayos de ligación por proximidad (PLA) que permiten la detección de 
oligómeros en secciones cerebrales (Chan et al., 2014; Borroto-Escuela et al., 2013).  
1.3.2. Coinmunoprecipitación del receptor µ opioide con las variantes polimórficas del 
receptor D4 
La función de las VNTR del tercer bucle intracelular de los D4R, que dan lugar a las 
diferentes variantes polimórficas del receptor, es aún desconocida. Existen evidencias de que 
los VNTR, además de interactuar con las proteínas G, también se unen a factores de 
transcripción para influir en la expresión génica (Shoots y Van Tol, 2003). En trabajos previos 
se ha demostrado que los VNTR no interfieren en la formación de homodímeros de D4R 
(Van Craenenbroeck et al., 2011) y heterodímeros D2R/D4R (Borroto-Escuela et al., 2011). En 
este trabajo se ha confirmado que MOR coinmunoprecipita con las variantes polimórficas 
D4.2R, D4.4R y D4.7R, y también con el mutante D4.0R (carente de VNTR). Estos resultados 
sugieren que los VNTR de D4R no intervienen en la formación de heterodímeros MOR/D4R. 
En los western blots para D4R se apreciaron bandas de distinto peso molecular o rastros 
de señal en la parte superior de las calles. Las bandas de peso molecular de 50-55 kDa 
corresponden al receptor D4R maduro, es decir, al receptor con un correcto plegamiento y 
modificaciones postraduccionales como glucosilaciones y puentes disulfuro (Rondou et al., 
2008, Van Craenenbroeck et al., 2011). Las bandas de menor peso molecular, de 46-49 kDa, 
representan formas inmaduras del receptor aún sin glucosilar (Rondou et al., 2008, Van 
Craenenbroeck et al., 2011). Además, se observaron bandas de mayor peso molecular que se 
corresponden con dímeros del receptor (Rondou et al., 2008, Van Craenenbroeck et al., 2011). 
Los rastros de señal al inicio de las calles, que se forman habitualmente con la técnica de 
coinmunoprecipitación, se deben a la formación de agregados de receptores durante el 
proceso de desnaturalización, o al receptor ubiquitinado (Rondou et al., 2008). 
1.3.3. Influencia de la estimulación o el bloqueo de los receptores µ opioides y D4  en la 
coinmunoprecipitación de ambos receptores 
Actualmente se desconocen los mecanismos moleculares para la formación de 
oligómeros de GPCR. En ocasiones la oligomerización de los GPCR se produce antes de la 
maduración del receptor y de su transporte desde el retículo endoplasmático hacia la 
membrana plasmática. Es el caso, por ejemplo, de los receptores GABABR1 y GABABR2 
(White et al., 1998). Sólo cuando ambos receptores se expresan en la misma célula pueden 
alcanzar la membrana plasmática y formar un receptor funcional, capaz de unirse a GABA e 
iniciar la transducción de la señal. La formación de oligómeros también puede ocurrir por a la 
unión del agonista al receptor, como ocurre con los receptores de somatostatina SSTR5 y D2R 
(Rocheville et al., 2000). En ausencia de ligando estos receptores no forman oligómeros, pero 
sí cuando cualquiera de los dos se une a su ligando. En este tipo de oligómeros los 
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antagonistas podrían prevenir la oligomerización, o bien promover la formación de un 
oligómero no funcional.  
El tratamiento farmacológico con agonistas y antagonistas de MOR y D4R no interfirió 
en la coinmunoprecipitación de ambos receptores. Estos resultados sugieren que el hipotético 
heterodímero MOR/D4R existe de forma constitutiva. Sin embargo, no se puede descartar que 
la unión del agonista o el antagonista para D4R o MOR provoque la formación de un 
heterodímero no funcional o que se produzcan variaciones en las características 
farmacológicas de los monómeros que lo conforman. 
2. Regulación del receptor µ opioide por el receptor 
dopaminérgico D4 
2.1. Acople funcional del receptor µ opioide a la proteína Gi/0 tras unión a 
ligando: ensayos in vitro 
En experimentos previos del grupo de investigación se demostró que D4R modifica las 
características farmacológicas de MOR en los estriosomas del CPu. En concreto, la activación 
de D4R incrementa la afinidad de MOR, pero al mismo tiempo disminuye su densidad 
(Rivera et  al., 2015). Para determinar si D4R es capaz de modular el acople de MOR a la 
proteína Gi/0 se llevaron a cabo diferentes ensayos de autorradiografía funcional sobre 
secciones coronales de CPu.  
2.1.1. La mayor acumulación de [35S]GTPγS en el CPu de rata se observa 40 minutos 
después de la estimulación in vitro con DAMGO 
En primer lugar se evaluó el acoplamiento de MOR a la proteína Gi/0 a diferentes tiempos 
(20, 40, 60, 80 o 100 minutos) y se determinó el tiempo de incubación que produjo una mayor 
acumulación de [35S]GTPγS. 
En las secciones control la unión basal de [35S]GTPγS se observó como una señal 
homogénea por todo el CPu (Figura 19A-E). La estimulación in vitro con DAMGO (3 µM) 
produjo un aumento de la unión de [35S]GTPγS en los estriosomas del CPu (Figura 19F-J), 
observándose los máximos niveles a los 40 minutos de incubación (Figura 19K) (20 min: 
+ 36 %, 40 min: + 91 %, 60 min: + 55 %, 80 min: + 49 %, 100 min: + 40 %; p < 0.05 vs. control). 
En la matriz también se detectó un máximo de unión de [35S]GTPγS a los 40 minutos de 
estimulación (Figura 19L) (20 min: –14 %; 40 min: + 25 %; 60 min: + 9 %; p < 0.05). 
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Figura 19. Acumulación de [35S]GTPγS por activación in vitro del receptor µ opioide en el caudado putamen de 
animales naïve 
(A-J) Autorradiogramas representativos de secciones coronales de caudado putamen incubadas in vitro con vehículo 
(A-E) o DAMGO (F-J), durante 20, 40, 60, 80 y 100 minutos. 
(K-L) Unión de [35S]GTPγS expresado como valores de densidad óptica respecto al control en los estriosomas (K) y en 
la matriz (L) de secciones de caudado putamen estimuladas durante 20, 40, 60, 80 y 100 minutos con DAMGO.  
Los valores se representan como la media ± EEM (n = 4). La estadística se llevó a cabo mediante una ANOVA de dos 
vías seguida del test post hoc de Holm-Sidak. * p < 0.05 vs. control; # p < 0.05. 
Barra: 2 mm. 
2.1.2. La activación in vitro del receptor D4 disminuye la señalización del receptor µ 
opioide en los estriosomas del caudado putamen  
Se analizó el efecto de la activación in vitro de D4R sobre el acople funcional de MOR a 
la proteína Gi/0. Se ensayaron distintas concentraciones del agonista D4R (PD168,077; 9, 90 y 
180 nM). 
La estimulación in vitro de D4R no produjo cambios en la acumulación de [35S]GTPγS en 
el CPu (Figura 20A y C). Con altas concentraciones del agonista dopaminérgico (PD168,077) 
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Figura 20. Efecto de la estimulación del receptor D4 sobre la acumulación de [
35
S]GTPγS inducida por DAMGO 
en el caudado putamen 
(A-D) Autorradiogramas representativos de la unión de [
35
S]GTPγS en secciones coronales del caudado putamen de 
animales naïve e incubadas in vitro con vehículo (A), DAMGO (B), PD168,077 (C) o DAMGO + PD168,077 (D) durante 
40 minutos.  
(E-F) Unión de [
35
S]GTPγS expresada como valores de densidad óptica respecto al control en los estriosomas (E) y en 
la matriz (F) de secciones de caudado putamen estimuladas durante 40 minutos con DAMGO (3 µM) y/o PD168,077 (9, 
90 y 180 nM).  
(G-H) Unión de [
35
S]GTPγS expresada como valores de densidad óptica respecto al control en los estriosomas (G) y en 
la matriz (H) de secciones de caudado putamen preestimuladas durante 30 o 60 minutos con PD168,077 (90 nM) y 
posteriormente incubadas durante 40 minutos con DAMGO (3 µM).  
Los valores se representan como la media ± EEM (n = 4). La estadística se llevó a cabo mediante una ANOVA de una 
vía seguida del test post hoc de Dunn´s. * p < 0.05 vs. control; # p < 0.05 vs. DAMGO; º p < 0.05. 
Barra: 2 mm. 
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(180 nM) se marcaron levemente los estriosomas del CPu (datos no mostrados). 
La coestimulación con DAMGO (3 µM) y PD168,077 (9, 90 y 180 nM) (Figura 20A, D y 
E) incrementó la unión de [35S]GTPγS en los estriosomas del CPu respecto a las secciones 
control (+ 45-70 %; p < 0.05), pero dicho incremento fue menor que en las secciones 
estimuladas únicamente con DAMGO (+ 91%) (Figura 20E). En la matriz sólo la coestimulación 
con DAMGO (3 µM) y PD168,077 (90 nM) produjo un ligero incremento en la acumulación del 
[35S]GTPγS (+ 12 %; p < 0.05) (Figura 20F). 
El pretratamiento de las secciones con PD168,077 (90 nM) durante 30 o 60 minutos 
disminuyó (– 20-30 %) la unión de [35S]GTPγS inducida por DAMGO (3 µM), respecto a la de 
las secciones que se estimularon al mismo tiempo con DAMGO y PD168,077 (Figura20G). 
2.2. Internalización de los receptores μ opioides y dopaminérgicos D4  
Puesto que la activación del D4R disminuye la densidad de MOR en los estriosomas 
(Rivera et al., 2015) y atenúa su unión a proteínas Gi/0, el objetivo de los siguientes 
experimentos fue estudiar si se produce la desensibilización del receptor por internalización. 
Para ello se utilizaron células transfectadas con HA-MOR y/o Flag-D4.4R. En primer lugar se 
evaluó la dinámica de internalización de cada receptor por separado tras la estimulación con 
agonistas específicos. Después se realizaron experimentos en los que se analizó la 
internalización de MOR y D4.4R cuando se localizan en la misma célula y se coestimulan. 
2.2.1. El receptor μ opioide internaliza al ser estimulado con DAMGO 
En las células HEK293T transfectadas con HA-MOR, este receptor se localizó 
fundamentalmente en la membrana plasmática (Figura 21A). La estimulación con DAMGO 
(10 μM) produjo la internalización de MOR (Figura 21B), que se observó por una disminución 
progresiva de la señal de MOR en la membrana plasmática (p < 0.001 vs. control) (Figura 21D) 
y un aumento proporcional en el interior celular (p < 0.001 vs. control) (Figura 21D`) conforme 
aumentaba el tiempo de estimulación.  
Cuando las células HA-MOR se estimularon con PD168,077 (10 μM) (Figura 21C), se 
obtuvieron valores de la señal de MOR en la membrana plasmática (Figura 21E) y en el interior 
celular (Figura 21E`) similares al control (p = 0.738). 
2.2.2. El receptor D4.4 es resistente a la internalización al ser estimulado con PD168,077 
En las células HEK293T transfectadas con Flag-D4.4R el receptor se localizó 
fundamentalmente en la membrana plasmática (Figura 22A). La estimulación con PD168,077 
(10 μM) no produjo cambios en la distribución de D4.4R en la célula respecto al control 
(p = 0.368) (Figura 22B, D y D`).  
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Figura 21. Internalización del receptor µ opioide por estimulación con DAMGO 
(A-C) Microfotografías representativas de células HEK293T transfectadas con HA-MOR y tratadas con SFM (A), 
DAMGO (B) o PD168,077 (C) durante 60 minutos. Las flechas señalan la localización de MOR en la membrana 
plasmática. Las cabezas de flecha señalan la localización de MOR en el interior celular. 
(D-E`) Intensidad de la señal para MOR en la membrana plasmática (D y E) y en el interior celular (D` y E`) expresada 
como porcentaje de densidad óptica respecto al control después de la estimulación durante 15, 30 o 60 minutos con 
DAMGO (D y D`) o PD168,077 (E y E`). Los valores se expresan como la media ± EEM (n = 30-50 células). La 
estadística se llevó a cabo mediante ANOVA de dos vías seguido del test post hoc de Holm-Sidak. *** p < 0.001 vs. 
control; +++ p < 0.001. Abreviaturas: DO, densidad óptica; MOR, receptor µ opioide; SFM, DMEN libre de suero.  
Barra: 10 µm. 
Cuando las células Flag-D4.4R se estimularon con DAMGO (10 μM) (Figura 22C), la 
señal de D4.4R permaneció en la membrana plasmática (Figura 22E y E`). 
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Figura 22. Ausencia de internalización del receptor dopaminérgico D4 por estimulación con PD168,077 
(A-C) Microfotografías representativas de células HEK293T transfectadas con Flag-D4.4R y tratadas con SFM (A), 
PD168,077 (B) o DAMGO (C) durante 60 minutos. Las flechas señalan la localización de D4.4R en la membrana 
plasmática.  
(D-E`) Intensidad de la señal para D4.4R en la membrana plasmática (D y E) y en el interior celular (D` y E`) expresado 
en valores de densidad óptica con respecto al control después de la estimulación durante 15, 30 o 60 minutos con 
PD168,077 (D y D`) o DAMGO (E y E`). Los valores se expresan como la media ± EEM (n = 30-50 células). La 
estadística se llevó a cabo mediante una ANOVA de dos vías. Abreviaturas: D4.4R, receptor dopaminérgico D4.4; DO, 
densidad óptica; SFM, DMEN libre de suero.  
Barra: 10 µm. 
2.2.3. La colocalización del receptor μ opioide y del receptor dopaminérgico D4.4 altera la 
internalización del receptor μ opioide inducida por DAMGO 
En las células HEK293T cotransfectadas con HA-MOR y Flag-D4.4R ambos receptores se 
localizaron principalmente en la membrana plasmática (Figura 23A-C). Cuando las células HA-
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MOR/Flag-D4.4R se estimularon con DAMGO (10 µM) se produjo la internalización de MOR 
pero no de D4R (Figura 23D-F). Sin embargo, la internalización de MOR fue diferente con 
respecto a las células transfectadas únicamente con este receptor (Figura 24A y A`).  
 
Figura 23. Internalización de los receptores µ opiode y dopaminérgico D4 
(A-L) Localización de HA-MOR y Flag-D4.4R en células cotransfectadas con ambos receptores. Microfotografías 
representativas de células HEK293T transfectadas con HA-MOR y Flag-D4.4R y tratadas con SFM (A-C), DAMGO (D-
F), PD168,077 (G-I) o DAMGO y PD168,077 (J-L) durante 60 minutos. MOR se observa en verde (A, D, G y J), D4.4R 
se observa en rojo (B, E, H y K). Se muestra la imagen combinada de ambos marcajes (C, F, I y L) Las flechas señalan 
la localización de la señal en la membrana plasmática. Las cabezas de flecha señalan la localización de la señal en el 
interior celular. Abreviaturas: D4.4R, receptor dopaminérgico D4.4; MOR, receptor µ opioide; DFM, DMEN libre de suero.  
Barra: 10 µm.  
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A los 15 minutos de estimulación, la internalización de MOR fue mayor en las células 
HA-MOR/Flag-D4.4R que en las células HA-MOR (+ 10 %; p < 0.05). A los 30 minutos no se 
observaron diferencias en la distribución de la señal de MOR. Pasados 60 minutos de 
estimulación, la internalización de MOR fue menor en las células HA-MOR/Flag-D4.4R que en 
las células HA-MOR (– 10 %; p < 0.05).(Figura 24A y A´)  
Cuando las células HA-MOR/Flag-D4.4R se estimularon con PD168,077 (10 µM) tanto 
MOR como D4.4R permanecieron en la membrana plasmática (Figura 23G-I, 24B y B´). 
 
Figura 24. Representación del porcentaje de internalización de los receptores µ opioide y dopaminérgico D4 
(A-B`) Intensidad de señal de MOR (A y A`) y D4.4R (B y B`) en la membrana plasmática (A y B) y en el interior celular 
(A` y B`) expresado en valores de densidad óptica con respecto al control en células HEK293T tratadas durante 15, 30 
o 60 minutos con SFM o DAMGO (A y A`), o con SFM o PD168,077 (B y B`). Los valores se expresan como la media ± 
EEM (n = 30-40 células). La estadística se llevó a cabo mediante ANOVA de dos vías seguido del test post hoc de 
Holm-Sidak. * p < 0.05; +++ p < 0.001. Se representa en blanco la densidad óptica de células transfectadas con un solo 
receptor y en negro la densidad óptica de células transfectadas con ambos receptores. Abreviaturas: D4.4R, receptor 
dopaminérgico D4.4; DO, densidad óptica; MOR, Receptor µ opioide; SFM, DMEN libre de suero. 
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2.2.4.  La coestimulación con PD168,077 y DAMGO modifica la dinámica de 
internalización del receptor μ opioide  
Cuando las células HA-MOR/Flag-D4.4R se coestimularon con DAMGO (10 μM) y 
PD168,077 (10 μM) (Figura 23J y L) la internalización de MOR fue diferente con respecto a las 
células estimuladas únicamente con DAMGO. A los 15 minutos (Figura 25A), se observó una 
internalización mayor de MOR en las células coestimuladas con DAMGO y PD168,077 con 
respecto a las que se estimularon sólo con DAMGO (+ 7 %; p < 0.05). Pasados 30 minutos 
(Figura 25B), la internalización de MOR fue igual al coestimular con DAMGO y PD168,077 que 
al estimular sólo con DAMGO. Tras 60 minutos (Figura 25C), la internalización de MOR fue 
menor (–15 %; p < 0.05) al coestimular con DAMGO y PD168,077 que al estimular únicamente 
con DAMGO. 
2.2.5. El receptor D4.4 no cointernaliza con el receptor µ opioide 
En las células HEK293T cotransfectadas con HA-MOR/Flag-D4.4R la coestimularon con 
DAMGO y con PD168,077 no provocó la internalización de D4.4R (Figura 23K y L, 25A`, B` y 
C`) (P > 0.05). Los datos obtenidos confirman que ni la presencia de MOR ni la internalización 
del mismo inducida por DAMGO altera la localización de D4.4R en la célula.  
2.3. Características farmacológicas del receptor µ opioide y acople a la proteína 
Gi/0 tras el tratamiento agudo con morfina. Influencia del receptor D4 
Una vez demostrado que la estimulación in vitro de D4R atenúa la señalización de MOR, 
se realizaron una serie de experimentos para evaluar los cambios que el tratamiento agudo con 
morfina produce en MOR del CPu, así como la posible influencia de D4R. Se estudiaron las 
características farmacológicas de MOR mediante autorradiografía cuantitativa (Figura 26) y se 
determinó la capacidad de MOR para acoplarse a la proteína Gi/0 mediante autorradiografía 
funcional (Figura 27). 
2.3.1. El tratamiento agudo con PD168,077 contrarrestra el aumento del número de sitios 
de unión del receptor µ opioide inducido por la morfina 
La administración aguda de morfina (10 mg kg–1), PD168,077 (1 mg kg–1) o ambos 
fármacos al mismo tiempo no modificó los valores de Kd de MOR en el CPu (Figura 26G). Sin 
embargo, se observó un aumento en el número de sitios de unión de [3H]DAMGO en los 
estriosomas de los animales tratados con morfina (+ 31 %, p < 0.05 vs. control) (Figura 26H). 
Este incremento se bloqueó cuando se coadministró al mismo tiempo morfina y PD168,077 
(Figura 26H). 
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Figura 25. Porcentaje de internalización de los receptores µ opioides y dopaminérgicos D4.4 al estimular con 
DAMGO y/o PD168,077 durante 15, 30 o 60 minutos. 
(A-C`) Intensidad de señal de MOR (A, B y C) y D4.4R (A`, B` y C`) en la membrana plasmática y en el interior celular 
en células HEK293T cotransfectadas con HA-MOR y Flag-D4.4R y tratadas durante 15 (A y A`) 30 (B y B`) o 60 (C y C`) 
minutos con SFM, DAMGO, PD168,077 o DAMGO + PD168,077. La intensidad de señal se expresa en valores de 
densidad óptica con respecto al control (media ± EEM) (n = 30-40 células). La estadística se llevó a cabo mediante una 
ANOVA de dos vías seguido del test post hoc de Holm-Sidak. * p < 0.05 vs. control; + p < 0.05. 
Abreviaturas: D4.4R, receptor dopaminérgico D4.4; DO, densidad óptica; MOR, Receptor µ opioide; SFM, DMEN libre de 
suero. 
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Figura 26. Efecto de la activación del receptor D4 sobre las características farmacológicas del receptor µ 
opioide en secciones de caudado putamen 
(A-D) Autorradiogramas representativos de la unión de [
3
H]DAMGO en el caudado putamen de animales control (A) o 
tratados de manera aguda con morfina (B), PD168,077 (C) o morfina y PD168,077 (D).  
(E-F) Curvas de saturación representativas de la unión específica de [
3
H]DAMGO en los estriosomas (E) y la matriz (F) 
del caudado putamen de ratas control y tratadas con morfina y/o PD168,077.  
(G-H) Valores de afinidad (Kd) (G) y número de sitios de unión (Bmax) (H) de [
3
H]DAMGO en los estriosomas y en la 
matriz del caudado putamen de ratas control y tratadas de forma aguda con morfina y/o PD168,077. Los valores se 
representan como la media ± EEM (n = 4-5). La estadística se llevó a cabo mediante una ANOVA de una vía seguida 
de un test post hoc de Bonferroni. # p <  0.05; * p < 0.05 vs control.  
Barra: 2 mm. 
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2.3.2. El tratamiento agudo con morfina y/o el agonista del receptor D4 incrementa el 
acoplamiento del receptor µ opioide a la proteína Gi/0 en el caudado putamen  
Como se describió en el apartado 2.1. la estimulación in vitro con DAMGO produce el 
incremento de la unión de [35S]GTPγS en los estriosomas y la coestimulación con DAMGO y 
PD168,077 la atenúa (Figura 27A-A3, E y F). En las ratas tratadas con morfina (10 mg kg–1) 
y/o PD168,077 (1 mg kg–1) la estimulación in vitro con DAMGO produjo una mayor acumulación 
de la unión de [35S]GTPγS en los estriosomas y en la matriz del CPu respecto a las ratas 
control (p < 0.05) (Figura 27A1, B1, C1, D1, E y F). En estos animales además la 
coestimulación in vitro de MOR con DAMGO y D4R con PD168,077 no disminuyó la 
acumulación de [35S]GTPγS inducida por DAMGO (Figura 27A3, B3, C3, D3, E y F). 
2.4. Acople del receptor µ opioide a la proteína Gi/0 tras la administración 
crónica de morfina. Influencia del receptor D4 
Los estudios de autorradiografía cuantitativa realizados previamente (Suárez-
Boomgaard, 2012; Suárez-Boomgaard et al., 2014) demostraron que la activación de D4R 
bloquea el incremento del número de sitios de unión de MOR en los estriosomas producido por 
el tratamiento continuado con morfina. Para comprobar si bajo estas condiciones D4R además 
altera el acoplamiento de MOR a la proteína Gi/0, se realizaron estudios de acumulación de 
[35S]GTPγS. 
En las ratas tratadas crónicamente con morfina (20 mg kg–1 día–1) la unión basal de 
[35S]GTPγS se detectó como una señal homogénea por todo el CPu y fue significativamente 
mayor respecto a las ratas control (+ 50%, p < 0.05) (Figura 28A, B, E y F). La estimulación de 
MOR con DAMGO provocó una mayor acumulación de [35S]GTPγS en los estriosomas (+ 52%, 
p < 0.05) y en la matriz (+ 45%, p < 0.05) respecto a lo observado en las ratas control (Figura 
28A1, B1, E y F). Por el contrario la coestimulación con DAMGO y PD168,077 produjo una 
acumulación de [35S]GTPγS en los estriosomas y en la matriz similar a la observada en las 
ratas control (Figura 28A3, B3, E y F). 
En las ratas tratadas de forma continua con PD168,077 (1 mg kg– 1 día– 1) o con morfina 
(20 mg kg–1 día–1) y PD168,077 (1 mg kg– 1 día– 1) se observó un patrón de unión de 
[35S]GTPγS después de la estimulación de MOR y/o D4R similar al de las ratas control (Figura 
28C-D3, E y F).  
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Figura 27. Acumulación de [
35
S]GTPγS por activación del receptor µ opioide en el caudado putamen de ratas 
tratadas de forma aguda con morfina y/o PD168,077 
(A-D) Autorradiogramas representativos de la unión de [
35
S]GTPγS en secciones coronales del caudado putamen de 
animales tratados de manera aguda con vehículo (A-A3), morfina (B-B3), PD168,077 (C-C3) o morfina y PD168,077 
(D-D3). Las secciones se incubaron in vitro con vehículo (A, B, C y D), DAMGO (A1, B1, C1 y D1), PD168,077 (A2, B2, 
C2 y D2) o DAMGO + PD168,077 (A3, B3, C3 y D3) durante 40 minutos.  
(E-F) Unión de [
35
S]GTPγS expresada como valores de densidad óptica respecto al control en los estriosomas (E) y en 
la matriz (F) de secciones de caudado putamen estimuladas durante 40 minutos con DAMGO (3 µM) y/o PD168,077 
(90 nM). Los valores se expresan como la media ± EEM (n = 4-6). La estadística se llevó a cabo mediante una ANOVA 
de dos vías seguida del test post hoc de Holm-Sidak. * p < 0.05 vs. control; # p < 0.05 vs. DAMGO; º p < 0.05. 
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Figura 28. Acumulación de [35S]GTPγS por activación del receptor µ opioide en el caudado putamen de ratas 
tratadas de forma crónica con morfina y/o PD168,077 
(A-D3) Autorradiogramas representativos de la unión de [35S]GTPγS en secciones coronales de caudado putamen de 
animales tratados crónicamente con vehículo (A-A3), morfina (B-B3), PD168,077 (C-C3) o morfina y PD168,077 (D-
D3). Las secciones se incubaron in vitro con vehículo (A, B, C y D), DAMGO (A1, B1, C1 y D1), PD168,077 (A2, B2, 
C2 y D2) o DAMGO + PD168,077 (A3, B3, C3 y D3) durante 40 minutos.  
(E-F) Unión de [35S]GTPγS expresada como valores de densidad óptica respecto al control en los estriosomas (E) y en 
la matriz (F) de secciones de caudado putamen estimuladas durante 40 minutos con DAMGO (3 µM) y/o PD168,077 
(90 nM). Los valores se expresan como la media ± EEM (n = 4-6). La estadística se llevó a cabo mediante una ANOVA 
de dos vías seguida del test post hoc de Holm-Sidak. * p < 0.05 vs. control; º p < 0.05. 
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2.5. Discusión parcial 
Previamente se ha demostrado que la activación de D4R bloquea distintos efectos 
agudos y crónicos de la morfina a nivel molecular y celular en la vía dopaminérgica 
nigroestriatal (Gago et al., 2007, 2011, 2013; Suárez-Boomgaard et al., 2014; 
Rivera et al., 2015). Se ha propuesto que dicho efecto de bloqueo podría producirse por una 
modulación alostérica de D4R sobre MOR (Rivera et al., 2015), tal y como ha sido demostrado 
para otros receptores de neurotransmisores (revisado por Fuxe et al., 2008). Para comprobar 
esta hipótesis, se han realizado una serie de experimentos en los que se ha estudiado la 
influencia de la estimulación de D4R sobre las características farmacológicas de MOR y su 
señalización a través de la proteína Gi/0.  
Experimentos in vitro 
Los experimentos de autorradiografía funcional confirman que la estimulación de MOR 
con DAMGO aumenta la acumulación de [35S]GTPγS fundamentalmente en los estriosomas, 
donde se expresa MOR (Arvidsson et al., 1995), poniendo de manifiesto la activación de la 
proteína Gi/0. Sin embargo, la estimulación de D4R con PD168,077 no produce acumulación de 
[35S]GTPγS en el CPu ni tampoco en la corteza (datos no mostrados), donde este receptor es 
muy abundante (Khan et al., 1998; Meador-Woodruffm, 1994; Rivera et al., 2002, 2008). 
Probablemente la unión de D4R a la proteína Gi/0 es de baja afinidad y esta técnica no es lo 
suficientemente sensible para detectar cambios en la acumulación de [35S]GTPγS 
(Sóvágó et al., 2001). También es posible que D4R active otras vías de señalización que no 
conducen a la activación de la proteína Gi/0. Con altas concentraciones de PD168,077 
(180 nM), sí se observó la acumulación de [35S]GTPγS en los estriosomas. En este caso no se 
puede descartar la unión inespecífica de PD168,077 a otros receptores, por ejemplo los 
receptores serotoninérgicos 5-HT2, también presentes en el compartimento estriosomal (Ward y 
Dorsa, 1996).  
Previamente se ha descrito que el agonista D4R disminuye la densidad de MOR en los 
estriosomas (Gago et al., 2007; Rivera et al., 2015). En este trabajo se ha observado que la 
estimulación de D4R también atenúa la activación de la proteína Gi/0 inducida por DAMGO. 
Todos estos resultados sugieren que la activación de D4R produce la desensibilización 
heteróloga de MOR. 
Para determinar si D4R promueve la desensibilización de MOR mediante endocitosis, se 
realizaron experimentos de internalización de receptores. Los resultados obtenidos demuestran 
que DAMGO induce la internalización de MOR, tal y como han descrito otros autores 
(Keith et al., 1996; Koch et al., 2005). Una vez internalizado, el receptor se recicla y se reinserta 
en la membrana plasmática (Doll et al., 2011; Roman-Vendrell et al., 2012; 
Williams et al., 2013). Por el contrario se ha demostrado que D4R es resistente a la 
internalización tras su estimulación con PD168,077, probablemente por su incapacidad para 
unirse a β-arrestina (Spooren et al., 2010). 
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La coexistencia de MOR y D4R en la misma célula facilita inicialmente la endocitosis de 
MOR cuando se estimula con DAMGO y aún más cuando se coestimula con DAMGO y 
PD168,077. Este aumento en la internalización de MOR podría deberse a que D4R también 
incrementa la afinidad de MOR por DAMGO (Rivera et al., 2015). Transcurridos 60 min, se 
observa que hay menos MOR internalizado. En este caso, o bien MOR se ha reinsertado en la 
membrana plasmática o bien el MOR internalizado se ha degradado.  
En conjunto, estos resultados sugieren que el D4R puede regular el tráfico de MOR, 
aunque hacen falta más estudios para determinar el mecanismo molecular preciso. La 
regulación del tráfico de receptores se ha descrito por ejemplo para el caso de los D1R, que 
promueven la localización de MOR en la superficie celular gracias a la formación de 
heterodímeros D1R/MOR (Juhasz et al., 2008). También el heterodímero MOR/DOR modifica el 
destino (degradación o reciclaje) de sus receptores cuando se estimula con diferentes 
agonistas (Milan-Lobo y Whistler, 2011).  
Experimentos in vivo: agudo vs. crónico 
El desarrollo de tolerancia a los efectos de la morfina se ha relacionado con la 
desensibilización de MOR por disminución del número de receptores disponibles en la célula y 
por la pérdida de su capacidad para activar a la proteína Gi/0 (Breivogel et al., 1997; Kieffer y 
Evans, 2002; Puttfarcken y Cox, 1989). Un claro ejemplo es la tolerancia a las propiedades 
analgésicas de la morfina (Narita et al., 2013). En este caso se ha demostrado un decremento 
en la unión de MOR a la proteína Gi/0 en la espina dorsal como respuesta al tratamiento crónico 
con morfina (Berger et al., 2010; Martini y Whistler, 2007; Sim-Selley et al., 2007), sin que se 
produzca internalización del mismo (Trafton y Basbaum, 2004).  
Sin embargo, en algunas regiones del Sistema Nervioso Central se ha demostrado que 
la morfina puede tener otros efectos sobre los niveles y la actividad de MOR, entre los que se 
incluyen: 1) ausencia de cambios (De Vries et al., 1993; Sim et al., 1996); 2) disminución 
(Goodman et al., 1996; Sim-Selley et al., 1996, 2000, 2007; Stafford et al., 2001); 3) o aumento 
(Brady et al., 1989; Danks et al., 1988; Gago et al., 2013; Haberstock et al., 2003; Suárez-
Boomgaard et al., 2014; Viganò et al., 2003). El aumento de MOR en los estriosomas se ha 
relacionado con el fenómeno de sensibilización, en el que la respuesta a la sustancia de abuso, 
ya sea en sus efectos gratificantes o psicomotores, se incrementa con dosis iguales o inferiores 
de la droga tras el uso previo de la misma (Viganò et al., 2003). 
En este trabajo se ha demostrado que la morfina produce la sensibilización de MOR en 
los estriosomas del CPu, ya que tras la exposición aguda y crónica aumenta la señalización de 
este receptor a través de la proteína Gi/0. El incremento de la actividad de MOR se explicaría 
por el aumento de la densidad del receptor, que se refleja tanto en el aumento de su Bmax 
(Suárez-Boomgaard et al., 2014; resultados de este trabajo) como de sus niveles de expresión 
(Gago et al., 2013; Suárez-Boomgaard et al., 2014). Estos resultados coinciden con el trabajo 
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de Viganò y colaboradores (2003), en el que describen la sensibilización de MOR en el CPu, 
por un aumento de unión de [35S]GTPγS.  
Resultados previos indican que la estimulación aguda de D4R disminuye la expresión de 
MOR en los estriosomas del CPu (Gago et al., 2007), aunque no altera el número de sitios 
activos del receptor e incrementa la señalización. Cuando D4R se estimula de forma continuada 
provoca el incremento en la expresión de MOR y el número de sitios activos del receptor 
(Suárez-Boomgaard et al., 2014). Estos resultados sugieren que la estimulación aguda de D4R 
promueve la degradación de MOR, mientras que la estimulación continua favorece su síntesis. 
En ambos casos D4R regula el tráfico de MOR hacia la superficie celular, donde estará 
disponible para unirse a su ligando. 
La coadministración aguda y crónica de morfina y PD168,077 restablece los niveles de 
expresión de MOR y el número de sitios activos en los estriosomas (Gago et al., 2013; Suárez-
Boomgaard et al., 2014, observaciones propias), indicando que los efectos de los tratamientos 
individuales sobre la síntesis/degradación y el tráfico del receptor se bloquean. A pesar de ello, 
el cotratamiento agudo con morfina y PD168,077 no bloquea el incremento de la señalización 
de MOR, sugiriendo que D4R no es capaz de contrarrestar todos los efectos de la morfina en 
fases tempranas, y que se requieren periodos más prolongados de tratamiento para revertirlos. 
En el futuro se tendrán que realizar pruebas complementarias para determinar lo que ocurre 
más allá de la activación de la proteína Gi/0, y si se está promoviendo la transducción de 
señales dependientes de otras vías, por ejemplo a través de la β-arrestinas (Reiter et al., 2012).  
El efecto de bloqueo de D4R sobre la sensibilización de MOR en los estriosomas es de 
especial interés ya este compartimento del CPu se ha relacionado con el aprendizaje de 
hábitos y con la transición entre el uso impulsivo y compulsivo de la droga (Canales, 2005; 
White y Hiroi, 1998). 
3. Cambios de la expresión génica por la estimulación aguda 
de los receptores µ opioide y/o dopaminérgico D4 en el 
caudado putamen 
Se analizaron los cambios en la expresión génica en el CPu de rata 1 h y 2 h después de 
la administración aguda de morfina y/o PD168,077. Se obtuvieron los valores de FC (Fold-
change; valor de expresión diferencial) de cada uno de los genes para cada tratamiento 
respecto a los demás tratamientos y se seleccionaron aquellos genes con un FC superior a 2 e 
inferior a 0.5; es decir, que al menos doblaron o redujeron a la mitad su expresión. De las listas 
de genes obtenidas, se descartaron aquellos que mostraron diferencias significativas de 
expresión entre los grupos control de 1 h y los grupos control de 2 h. 
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Al representar el valor estándar de todos los genes seleccionados mediante una 
representación de “mapa caliente” (heatmap) (Figura 29) se observó que un gran número de 
genes se alteran tras la administración de morfina (1 h y 2 h). El tratamiento con PD168,077 
también alteró la expresión de varios genes, en especial 2 horas después de la administración 
del agonista. El cotratamiento de morfina y PD168,077 produjo distintos efectos que cabe 
resaltar: 1) un gran número de genes se alteraron exclusivamente en respuesta al 
cotratamiento con ambos fármacos y en los dos tiempos analizados; 2) El cotratamiento 
prolongó los cambios en la expresión de genes que se alteraron por los tratamientos 
individuales; 3) El cotratamiento bloqueó los cambios de expresión de algunos de los genes 
inducidos por los tratamientos individuales. 
 
Figura 29. Representación de los valores estándar de los genes seleccionados por expresión diferencial en las 
comparaciones realizadas entre todos los tratamientos.  
Las filas se corresponden con cada uno de los grupos experimentales. En azul se representan los genes con un valor 
estándar < 0, en amarillo con un valor estándar > 0. 
El análisis posterior se limitó a los genes con valores de expresión diferencial 
significativos al comparar cada tratamiento con el grupo control, excluyendo aquellos de los 
que no existe información. Los genes seleccionados se representaron en dos diagramas de 
Venn (Figura 30), uno para cada tiempo analizado. En los diagramas se muestran el número 
de genes alterados para cada tratamiento que son exclusivos o están compartidos con otro 
tratamiento. Se confirmó que el cotratamiento con morfina y PD168,077 altera la expresión 
génica de un gran número de genes.  
El análisis mediante Ontología Génica de dichos genes se realizó atendiendo a la 
categoría de procesos biológicos (Tabla 10). En líneas generales, se observó que el 
tratamiento con sólo morfina o PD168,077 afectó a la señalización celular, la translocación de 
proteínas al núcleo y la respuesta a estímulos. También destaca la función de PD168,077 
alterando genes relacionados con el desarrollo y la estructuración del sistema nervioso 
(neurogénesis, axonogénesis, diferenciación y migración neuronal) y la transmisión sináptica. 
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En cuanto al cotratamiento de morfina y PD168,077, se alteraron principalmente genes 
relacionados con la morfología neuronal y la señalización celular. 
 
Figura 30. Esquema del número de genes seleccionados para cada tratamiento respecto a los grupos control 
en los periodos de tiempo de 1 h (A) y 2 h (B).  
Los círculos morados corresponden al tratamiento con morfina, los verdes al tratamiento con PD168,077 y los círculos 
azules al tratamiento combinado morfina y PD168,077. Se indica el número total de genes alterados por tratamiento y 
en las intersecciones el número de genes comunes entre tratamientos. 
3.1. Alteración de la expresión génica en el caudado putamen por el 
tratamiento con morfina 
Una hora después del tratamiento con morfina (10 mg kg–1) se modificó la expresión de 
30 genes, pero de forma exclusiva sólo calcr (gen que codifica para el precursor del receptor de 
calcitonina) (FC > 2) (Figura 29A; Tabla 11). 
A las 2 horas de la administración de morfina se alteraron los niveles de expresión de 15 
genes, 7 de los cuales fueron exclusivos para este tratamiento (Figura 29B). Entre estos 7 
genes se encontraron bag3 (que codifica para una chaperona), jun (que codifica un factor de 
transcripción), ntrk-2 (que codifica para el receptor del Bdnf) y varios genes de función 
desconocida (FC > 2) (Tabla 11). 
3.2. Alteración de la expresión génica en el caudado putamen por el 
tratamiento con PD168,077 
La administración de PD168,077 (1 mg kg–1) alteró la expresión de 33 genes 1 h 
después del tratamiento, de los que 4 fueron exclusivos (Figura 29A). Entre ellos se 
encontraron un gen que codifica una chaperona del complemento (cd74) y varios genes que 
codifican factores de transcripción (bhlhe22, egr2 y zeb) (FC > 2) (Tabla 12).  
A las 2 horas de la administración de PD168,077 sólo 4 genes mostraban expresión 
diferencial, de los cuales sólo un gen, cuya función no se conoce, fue exclusivo (Figura 29B; 
Tabla 12). 
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Procesos biológicos 
Morfina PD168,077 
Morfina + 
PD168,077 
1h 2h 1h 2h 1h 2h 
Desarrollo del sistema nervioso +  +   + 
Generación de neuronas   +    
Axonogénesis   +  + + 
Diferenciación neuronal   +  +  
Migración neuronal +  +    
Desarrollo de proyección neuronal     + + 
Respuesta a estímulos + +  +   
Transducción de la señal por unión de ligando a receptores 
de superficie 
 +  + + + 
Vías de señalización de neuropéptidos     +  
Regulación de la cascada de proteínas cinasas    +   
Regulación positiva de la cascada JAK-STAT  +     
Traslocación de proteínas al núcleo  + +    
Transmisión sináptica y del impulso nervioso   +    
Regulación de apoptosis  +     
Comportamiento locomotor +    +  
Tabla 10. Análisis de Ontología Génica de los genes expresados diferencialmente entre los tratamientos 
morfina, PD168,077 y morfina + PD168,077 a 1 y 2 horas respecto al control.  
Se detallan los términos de Ontología Génica de procesos biológicos con un valor p < 0.05 en el test exacto de Fisher. 
Abreviaturas: JAK-STAT, del inglés Janus kinase-signal transducer and activator of transcription. 
3.3. Alteración de la expresión génica en el caudado putamen por el 
cotratamiento con morfina y PD168,077 
La coadministración de morfina y PD168,077 provocó que un total de 122 genes variaran 
sus niveles de expresión 1 h después de la administración de los fármacos. De éstos genes, 85 
fueron exclusivos del efecto del cotratamiento (Figura 29A; Tabla 13). Destacan los genes 
relacionados con funciones en apoptosis y proliferación (efhd2, pftk1 y ddk3), factores de 
transcripción (jun, klf2, klf4, neurod1), genes que codifican canales iónicos (kcnc2 y kcns3), 
proteínas de la cascada de señalización de los GPCRs (rgs12, plcxd2 y pnck), la matriz 
extracelular (col9a1 y hapln4), neurotransmisores y hormonas (cort, grp), factores de 
crecimiento y diferenciación (lingo1, wnt2), sinapsis (homer1, serpini1, stx1a y syt17), 
transporte celular (slc30a3), regulación de transcripción (zfpm2), proteínas G monoméricas 
(rasal1, rab5a), receptores para neurotransmisores (adra1b, chrm3, gabbr2, oprl1, sstr1, sstr2) 
y varios genes de función desconocida. La gran mayoría de estos genes estaban 
sobreexpresados (FC > 2).  
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Característica/ 
Procesos en los 
que interviene 
Gen Proteína * 
 Tiempo de tratamiento 
1 hora 2 horas 
Morfina PD168,077 Morfina + PD168,077 Morfina PD168,077 
Morfina + 
PD168,077 
Chaperonas bag3 BAG family molecular chaperone regulator 3   1,10 1,01 1,04 2,10 1,06 1,84 
Factores de 
Transcripción jun Transcription factor AP-1   1,41 1,54 2,04 2,10 1,22 2,00 
Receptores 
calcr Calcitonin receptor precursor  2,43 1,12 1,24 0,92 1,03 0,78 
ntrk2 BDNF/NT-3 growth factors receptor precursor 1,13 1,22 0,86 2,17 0,95 1,43 
Enzimas  sc5dl Lathosterol oxidase  1,54 1,12 1,33 2,41 1,07 1,16 
Desconocido 
 
fam183b Protein FAM183B   1,16 1,70 0,71 2,12 2,00 1,38 
RGD1359529  ------------------- 1,72 1,51 2,82 3,57 1,11 1,70 
Tabla 11. Listado de genes seleccionados exclusivos del tratamiento con morfina indicando valores de cambio de expresión en los dos puntos de tiempo (1 y 2 horas). Los valores en 
color rojo indican sobreexpresión del gen respecto al control y los valores en color negro indican que no hay cambio de expresión. Algunos de los genes y proteínas presentan distintas 
nomenclaturas. Para los genes se utiliza la nomenclatura utilizada en la base de datos de affymetrix y en el caso de las proteínas, la base de datos de GeneCards. * Los nombres de las proteínas 
que expresa cada gen se mantienen en inglés, debido a la inexistencia de traducción al español para algunas de ellas. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Característica/ 
Procesos en los 
que interviene 
Gen Proteína * 
Tiempo de tratamiento 
1 hora 2 horas 
Morfina PD168,077 Morfina +PD168,077 Morfina PD168,077 
Morfina 
+PD168,077 
Chaperonas cd74 HLA class II histocompatibility antigen gamma chain 1,53 2,05 1,60 1,31 0,86 0,90 
Factores de 
Transcripción 
  
  
bhlhe22 Class E basic helix-loop-helix protein 22   1,60 2,23 7,84 0,75 1,06 4,14 
egr2 E3 SUMO-protein ligase EGR2  1,71 2,02 1,71 1,21 1,16 1,42 
zeb2 Zinc finger E-box-binding homeobox 2 1,25 2,30 1,04 1,73 0,95 0,67 
 Desconocida LOC100363796  ------------ 1,22 1,73 0,93 1,45 2,02 1,29 
Tabla 12. Listado de genes seleccionados exclusivos del tratamiento con PD168,077 indicando valores de cambio de expresión en los dos puntos de tiempo (1 y 2 horas). Los valores 
en color rojo indican sobreexpresión del gen respecto al control y los valores en color negro indican que no hay cambio de expresión.  Algunos de los genes y proteínas presentan distintas 
nomenclaturas. Para los genes se utiliza la nomenclatura utilizada en la base de datos de affymetrix y en el caso de las proteínas, la base de datos de GeneCards. * Los nombres de las proteínas 
que expresa cada gen se mantienen en inglés, debido a la inexistencia de traducción al español para algunas de ellas. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Característica/ 
Procesos en los 
que interviene 
 
Gen 
 
Proteína * 
Tiempo de tratamiento 
1 hora 2 horas 
Morfina PD168,077 Morfina + PD168,077 Morfina PD168,077 
Morfina + 
PD168,077 
Apoptosis/ 
Proliferación 
 
efhd2 EF-hand domain-containing protein D2 1,35 1,43 2,03 1,09 1,19 1,65 
tp53i11 Tumor protein p53-inducible protein 11 1,79 1,84 3,36 0,90 1,30 1,84 
pftk1 Cyclin-dependent kinase 14 1,58 1,37 2,51 0,94 1,32 2,18 
rnasel 2-5A-dependent ribonuclease 1,43 1,32 2,03 0,78 1,08 1,34 
rprm Protein reprimo 3,15 3,42 6,35 1,36 1,30 3,14 
dkk3 Dickkopf-related protein 3 precursor 1,45 1,58 2,18 1,30 1,28 2,29 
Factores de 
Transcripción 
 
bhlhe22 Class E basic helix-loop-helix protein 22 1,60 2,23 7,84 0,75 1,06 4,14 
fezf2 Fez family zinc finger protein 2   1,04 1,62 2,24 1,28 1,19 2,27 
jun Transcription factor AP-1   1,41 1,54 2,04 2,10 1,22 2,00 
khdrbs3 KH domain-containing, RNA-binding, signal transduction-associated protein 3   1,52 1,85 2,79 1,03 1,16 2,29 
klf2 Krueppel-like factor 2   1,40 1,40 2,10 1,96 1,26 2,35 
klf4 Krueppel-like factor 4 1,39 1,42 2,05 1,94 1,32 1,96 
neurod1 Neurogenic differentiation factor 1   1,00 1,27 2,51 0,98 1,33 2,44 
neurod6 Neurogenic differentiation factor 6   2,26 2,89 7,54 0,91 1,63 4,11 
satb1 DNA-binding protein SATB1   1,36 1,41 1,84 1,08 1,12 2,06 
tshz3 Teashirt homolog 3   1,36 1,54 2,75 0,78 0,97 1,87 
Transporte 
neurotransmisor 
nov Protein NOV homolog precursor 2,65 3,89 9,38 0,97 1,94 3,14 
 
 
Característica/ 
Procesos en los 
que interviene 
 
Gen 
 
Proteína * 
Tiempo de tratamiento 
1 hora 2 horas 
Morfina PD168,077 Morfina + PD168,077 Morfina PD168,077 
Morfina + 
PD168,077 
Canal iónico 
kcnc2 Potassium voltage-gated channel subfamily C member 2   1,69 1,55 3,51 0,86 1,47 2,83 
kcnj6 G protein-activated inward rectifier potassium channel 2 (GIRK2) 3,31 2,95 6,98 0,80 1,43 3,80 
kcns3 
potassium voltage-gated channel, 
delayed-rectifier, subfamily S, member 3 
(IRK3) 
1,32 1,25 2,77 0,80 1,10 2,16 
sidt1 SID1 transmembrane family, member 1 1,58 1,64 3,45 0,78 1,06 2,97 
Cascada de 
señalización 
 
dusp1 Dual specificity protein phosphatase 1   1,33 1,38 2,15 1,78 1,21 2,08 
gna14 Guanine nucleotide-binding protein 
subunit alpha-14 (Gαq/14) 
1,22 1,30 1,80 1,08 1,00 2,18 
rgs12 Regulator of G-protein signaling 
12  (RGS12) 1,28 1,59 2,08 0,88 1,27 1,12 
pde10 cAMP and cAMP-inhibited cGMP 3',5'-cyclic phosphodiesterase 10A   0,83 0,82 0,73 0,79 0,88 0,42 
plcxd2 PI-PLC X domain-containing protein 2   2,11 1,54 3,51 0,67 1,21 2,74 
plcxd2 PI-PLC X domain-containing protein 2   1,62 1,45 2,84 0,73 1,21 2,68 
pnck Calcium/calmodulin-dependent protein kinase type 1B   2,06 1,29 3,01 1,03 1,32 2,26 
vsnl1 Visinin-like protein 1 2,56 1,84 3,66 1,08 1,46 2,19 
vsnl1 Visinin-like protein 1 2,24 1,73 2,91 1,03 1,36 2,69 
Citoesqueleto pfn2 Profilin-2   1,13 1,10 1,37 0,92 1,06 0,46 
 
 
 
 
Característica/ 
Procesos en los 
que interviene 
 
Gen 
 
Proteína * 
Tiempo de tratamiento 
1 hora 2 horas 
Morfina PD168,077 Morfina + PD168,077 Morfina PD168,077 
Morfina + 
PD168,077 
Matriz 
extracelular 
col9a1 Collagen alpha-1(IX) chain precursor   1,56 1,77 2,04 0,91 1,20 1,53 
hapln4 Hyaluronan and proteoglycan link protein 4 precursor   0,99 0,89 1,27 0,76 1,17 2,27 
hs3st2 Heparan sulfate glucosamine 3-O-sulfotransferase 2   2,84 3,51 6,33 1,07 1,61 2,97 
matn2 Matrilin-2 precursor   1,71 1,27 2,46 0,97 1,10 1,79 
p4ha3 Prolyl 4-hydroxylase subunit alpha-3 precursor 1,55 1,56 3,53 1,10 1,06 2,30 
Neurotransmisor 
hormona 
cck Cholecystokinin precursor  2,39 3,39 8,22 1,02 1,67 3,97 
cort Cortistatin precursor   1,05 1,21 2,04 1,00 1,27 2,18 
crhbp corticotropin releasing hormone binding protein 1,29 1,09 
2,66 0,82 1,09 1,45 
grp gastrin releasing peptide 1,20 1,45 2,55 1,41 0,94 4,50 
vip vasoactive intestinal peptide precursor 2,27 2,82 8,11 0,99 1,29 5,73 
Factores de 
crecimiento y 
diferenciación 
celular 
bdnf brain derived neurotrophic factor 1,87 2,44 5,47 1,07 1,78 4,12 
lingo1 
Leucine-rich repeat and immunoglobulin-
like domain-containing nogo receptor-
interacting protein 
1,33 1,39 2,12 1,02 1,13 1,99 
wnt2 Protein Wnt-2 precursor   1,45 1,57 2,66 1,00 1,22 1,94 
nell1 Protein kinase C-binding protein NELL1 precursor   1,69 1,19 2,04 0,89 1,28 1,87 
 
 
 
Característica/ 
Procesos en los 
que interviene 
 
Gen 
 
Proteína * 
Tiempo de tratamiento 
1 hora 2 horas 
Morfina PD168,077 Morfina + PD168,077 Morfina PD168,077 
Morfina + 
PD168,077 
Sinapsis 
cbln2 Cerebellin-2 precursor   2,17 1,99 4,09 1,05 1,56 3,62 
dlgap1 Disks large-associated protein 1 1,25 1,12 1,93 1,01 1,34 2,09 
homer1 Homer protein homolog 1   1,38 1,64 2,14 2,09 1,32 2,10 
nptx1 Neuronal pentraxin-1 precursor   2,03 2,81 4,10 1,29 1,34 2,46 
serpini1 Neuroserpin precursor   1,48 1,44 2,38 1,01 1,38 2,38 
serpini1 Neuroserpin precursor   1,63 1,72 3,01 1,01 1,46 2,30 
rnf39 RING finger protein 39  1,38 1,61 2,18 0,99 1,22 2,18 
slitrk1 SLIT and NTRK-like protein 1 precursor   1,69 1,44 2,24 0,92 1,13 1,71 
stx1a Syntaxin-1A   1,33 1,56 2,47 0,80 1,11 2,27 
syt17 Synaptotagmin-17   1,84 1,62 4,00 0,80 1,37 3,29 
syt17 Synaptotagmin-17   1,45 1,06 3,38 0,87 1,50 3,52 
Transporte 
celular 
slc30a3 Zinc transporter 3   2,08 1,96 5,11 0,69 1,30 3,60 
fxyd6 FXYD domain-containing ion transport regulator 6 precursor  1,28 1,76 2,00 1,17 1,09 1,69 
fxyd7 FXYD domain-containing ion transport regulator 7   1,28 1,70 2,79 1,16 1,31 2,17 
Tráfico de 
membrana 
cpne4 Copine-4   2,21 1,54 3,41 0,90 1,42 2,58 
Regulador de 
transcipción 
zfpm2 Zinc finger protein ZFPM2   1,28 1,39 1,55 1,12 1,27 2,38 
 
 
 
Característica/ 
Procesos en los 
que interviene 
 
Gen 
 
Proteína * 
Tiempo de tratamiento 
 
1 hora 2 horas 
Morfina PD168,077 Morfina + PD168,077 Morfina PD168,077 
Morfina + 
PD168,077 
Secreción/ 
exocitosis cadps2 Calcium-dependent secretion activator 2   2,62 2,40 5,60 0,96 1,63 2,07 
 Señalización 
extracelular 
rgnef Rho guanine nucleotide exchange factor 28   1,00 1,21 1,59 1,13 1,41 2,02 
 
GTPasas y 
GTPasas 
pequeñas 
arhgap15///LO
C100360213 Rho GTPase-activating protein 15   0,94 0,88 1,61 1,21 1,27 2,44 
 
rab5a Ras-related protein Rab-5A   1,28 1,26 1,38 1,00 1,11 0,48 
 
rasal1 RasGAP-activating-like protein 1   1,35 1,50 2,59 0,98 1,34 1,88 
 
rasd1  Dexamethasone-induced Ras-related protein 1 precursor   1,98 1,37 1,83 1,24 1,45 2,22 
 
rasgef1c Ras-GEF domain-containing family member 1C  1,38 1,24 2,46 0,94 1,03 3,06 
 
rasl10a Ras-like protein family member 10A precursor   1,13 1,20 2,28 0,67 1,22 1,70 
 
rasl11b Ras-like protein family member 11B   1,29 1,40 2,50 1,11 1,29 2,19 
 
Receptores 
adra1b Alpha-1B adrenergic receptor   1,69 1,27 2,19 0,76 0,88 3,49 
 
adra1d Alpha-1D adrenergic receptor   1,33 1,06 1,83 0,90 0,83 2,62 
 
chrm3 Muscarinic acetylcholine receptor M3   1,45 1,24 2,38 0,85 1,15 1,45 
 
chrna5 Neuronal acetylcholine receptor subunit alpha-5 precursor   1,32 2,28 2,99 0,97 1,67 2,30 
 
epha5 Ephrin type-A receptor 5 precursor   1,41 1,24 2,23 1,03 1,21 1,81 
 
 
 
 
Característica/ 
Procesos en 
los que 
interviene 
 
Gen 
 
Proteína * 
Tiempo de tratamiento 
1 hora 2 horas 
Morfina PD168,077 Morfina + PD168,077 Morfina PD168,077 
Morfina + 
PD168,077 
Receptores 
ephb6 Ephrin type-B receptor 6 precursor 1,36 1,52 1,90 0,92 0,99 2,37 
gabbr2 gamma-aminobutyric acid (GABA) B receptor 2 1,50 1,36 2,51 0,89 1,24 2,12 
gfra2 GDNF family receptor alpha-2 precursor   1,45 1,24 1,81 1,06 1,20 2,15 
glra2 Glycine receptor subunit alpha-2 precursor   1,55 1,39 2,17 0,88 1,38 1,24 
gpr123 G protein-coupled receptor 123 1,46 1,70 2,66 0,83 1,23 2,13 
nptxr neuronal pentraxin receptor 1,84 1,92 4,43 0,65 1,23 2,86 
npy1r Neuropeptide Y receptor type 1   1,41 1,40 2,41 0,80 1,21 1,86 
oprl1 Nociceptin receptor   1,60 1,44 2,06 0,83 1,03 1,47 
rtn4r Reticulon-4 receptor precursor   1,29 1,62 4,27 0,79 1,41 3,47 
sstr1 Somatostatin receptor type 1   1,78 1,91 4,08 0,89 1,25 3,48 
sstr2 Somatostatin receptor type 2   1,60 1,78 2,54 1,14 1,53 1,73 
tfrc Transferrin receptor protein 1   0,79 0,78 0,82 0,82 1,04 0,49 
Varias 
funciones 
aldh3b2 Aldehyde dehydrogenase family 3 member B2  1,24 1,36 2,18 0,92 1,00 2,33 
bmper BMP-binding endothelial regulator protein precursor   1,55 1,60 2,75 0,96 1,21 2,21 
 
 
 
 
Característica/ 
Procesos en 
los que 
interviene 
 
Gen 
 
Proteína * 
Tiempo de tratamiento 
1 hora 2 horas 
Morfina PD168,077 Morfina + PD168,077 Morfina PD168,077 
Morfina + 
PD168,077 
Varias 
funciones 
c1ql3 Complement C1q-like protein 3 precursor   2,94 3,40 11,29 1,01 1,43 6,00 
c1ql3 Complement C1q-like protein 3 precursor   1,98 2,76 7,29 1,08 1,20 5,14 
c1ql3 Complement C1q-like protein 3 precursor   1,66 1,89 3,35 0,89 1,15 2,69 
cbln1 Cerebellin-1 precursor   1,53 1,75 4,15 0,71 1,51 1,73 
cst6 Cystatin-M precursor   1,65 1,27 2,08 0,92 1,25 1,64 
cyp26b1 Cytochrome P450 26B1  1,77 2,20 3,71 1,70 1,75 4,56 
elavl4 ELAV-like protein 4   1,43 1,52 2,01 0,92 1,16 2,22 
fbxo23 Tetraspanin-17   1,33 1,32 2,05 0,93 1,20 1,93 
galnt14 Polypeptide N-acetylgalactosaminyltransferase 14   1,32 1,30 2,09 0,97 1,23 1,31 
igsf21 /// 
LOC684776 
Immunoglobulin superfamily member 21 
precursor   1,57 1,90 3,02 1,04 1,41 2,18 
lxn latexin 1,42 1,58 2,52 1,08 1,30 1,07 
ly6e Lymphocyte antigen 6E precursor   1,27 1,23 2,01 0,79 1,13 1,43 
LOC681849 similar to Protein C6orf142 homolog 1,11 1,20 2,35 0,77 1,11 1,99 
mx2 Interferon-induced GTP-binding protein Mx2   0,82 0,76 0,41 1,65 0,97 1,57 
necab3 N-terminal EF-hand calcium-binding protein 3   1,74 1,96 3,05 1,01 1,22 2,53 
 
 
Característica/ 
Procesos en 
los que 
interviene 
 
Gen 
 
Proteína * 
Tiempo de tratamiento 
1 hora 2 horas 
Morfina PD168,077 Morfina + PD168,077 Morfina PD168,077 
Morfina + 
PD168,077 
Varias 
funciones 
nrn1 Neuritin precursor   2,33 2,49 6,36 0,87 1,36 4,06 
olfm1 Noelin precursor   1,83 2,07 3,75 1,03 1,19 2,78 
olfm1 Noelin precursor   1,40 1,61 2,75 1,03 1,17 2,50 
ptpn3 Tyrosine-protein phosphatase non-receptor type 3  1,37 1,17 1,98 0,85 1,14 2,60 
ptpn3 Tyrosine-protein phosphatase non-receptor type 3  2,38 2,14 4,69 0,87 1,48 3,79 
s100a10 Protein S100-A10   1,33 1,58 2,52 1,07 1,18 2,44 
sema3c Semaphorin-3C precursor   1,72 1,48 2,24 0,75 1,30 2,37 
ube2ql1 Ubiquitin-conjugating enzyme E2Q-like protein 1 1,48 1,38 2,39 1,00 1,21 2,28 
trhde Thyrotropin-releasing hormone-degrading ectoenzyme 1,38 1,32 2,13 0,94 1,27 2,08 
Proteínas con 
función 
desconocida 
loc690918 Transmembrane protein 215 1,54 1,11 2,57 1,04 1,24 1,64 
fam155a Transmembrane protein FAM155A   1,56 1,30 2,25 0,85 1,17 1,70 
tmem178 transmembrane protein 178 2,14 2,62 4,69 1,12 1,30 2,98 
fam43a Protein FAM43A   1,36 1,38 1,50 1,60 1,12 2,26 
fam81a Protein FAM81A  1,31 1,37 2,15 0,95 1,04 1,53 
loc100362120 rCG47836-like 0,92 1,19 1,74 0,88 1,25 2,14 
 
 
 
Característica/ 
Procesos en 
los que 
interviene 
 
Gen 
 
Proteína * 
Tiempo de tratamiento 
1 hora 2 horas 
Morfina PD168,077 Morfina + PD168,077 Morfina PD168,077 
Morfina + 
PD168,077 
Desconocido 
loc690333 hypothetical protein LOC690333 1,62 1,71 3,13 1,04 1,56 2,45 
rgd1359529 similar to chromosome 1 open reading frame 63 1,72 1,51 2,82 3,57 1,11 1,70 
rgd1359349 Adenovirussimilar to hypothetical protein MGC34760 0,89 1,10 1,55 1,48 1,23 2,21 
rgd1561849 Uncharacterized protein C8orf46   1,49 2,01 3,03 1,09 1,25 2,42 
rgd1563441 uncharacterized protein LOC497935 1,08 1,01 1,11 0,92 1,01 0,47 
rgd1562846 similar to Docking protein 5 (Downstream of tyrosine kinase 5) (Protein dok-5) 1,65 1,67 2,90 1,16 1,41 1,31 
rgd1307396 similar to RIKEN cDNA 6330406I15 1,18 1,33 2,73 0,77 0,92 1,71 
RT1-A2///RT1-
A3///RT1-EC2 
RT1 class Ia, locus A2 /// RT1 class I, 
locus A3 /// RT1 class Ib, locus EC2 0,81 1,52 0,48 1,61 1,35 0,61 
Tabla 13. Listado de genes seleccionados exclusivos del tratamiento con morfina y PD168,077 indicando valores de cambio de expresión en los dos puntos de tiempo (1 y 2 horas). Los 
valores en color rojo indican sobreexpresión del gen respecto al control, en azul infraexpresión respecto al control y los valores en color negro indican que no hay cambio de expresión. Algunos de 
los genes y proteínas presentan distintas nomenclaturas. Para los genes se utiliza la nomenclatura utilizada en la base de datos de affymetrix y en el caso de las proteínas, la base de datos de 
GeneCards. * Los nombres de las proteínas que expresa cada gen se mantienen en inglés, debido a la inexistencia de traducción al español para algunas de ellas. 
 
 
 
 
 
 
Resultados 
Después de 2 h del cotratamiento con morfina y PD168,077, 97 genes tenían alterada su 
expresión, de los cuales 89 fueron exclusivos (Figura 29B; tabla 13). La mayoría coincidieron 
con los genes que se habían alterado a la hora. Destacan los genes con funciones en 
apoptosis y proliferación, factores de transcripción (bhlhe22, fezf2, neurod6), canales iónicos 
(kcnc2, kcnj6, kcns3), proteínas de la cascada de señalización de los GPCR (gna14, pde10, 
plcxd2), proteínas del citoesqueleto (pfn2), proteínas de tráfico de membrana (cpne4), 
proteínas de la matriz extracelular (matn2, p4ha3), neurotransmisores y hormonas (cck, cort, 
grp), factores de crecimiento y diferenciación (bdnf), sinapsis (serpini1, stx1a, syt17), transporte 
celular (slc30a3), regulación de la transcripción (zfpm2), GTPasas y GTPasas pequeñas (rab5, 
rasd1), receptores para neurotransmisores (adra1b, adra1d, chrn5, gabbr2, gfra2, sstr1) y otros 
desconocidos. La mayoría estaban sobreexpresados (FC > 2).  
3.4. Genes de respuesta común a todos los tratamientos 
Los tratamientos con morfina, PD168,077 o morfina + PD168,077 incrementaron de 
forma significativa (FC > 2) la expresión de 19 genes 1 h después de la administración (Figura 
29A; Tabla 14). Destacaron los genes que codifican para chaperonas (hspa1a, 
hspa1a///hspa1b), factores de transcripción (nr4a2, neurod6), genes relacionados con la 
proliferación (rprm) y transporte de moléculas (slc7a6), entre otros. Después de 2 h del 
tratamiento con morfina, PD168,077 o morfina + PD168,077, sólo estaba alterada la expresión 
de 3 genes (Figura 29B; Tabla 14). Entre ellos se encontraron el factor de transcripción Fos 
(FC > 2) y las hormonas y neurotransmisores prl y gh1 (FC < 0.5). 
3.5. Discusión parcial 
Los cambios en la expresión génica y en la plasticidad sináptica producidos por la 
exposición a sustancias de abuso son los responsables del desarrollo de la adicción y de su 
mantenimiento durante largos periodos de tiempo. Estas alteraciones se producen de manera 
temprana e involucran modificaciones en las vías de segundos mensajeros, en la fosforilación 
de proteínas de las vías de señalización y en la inducción de factores de transcripción, entre 
otros. Tras una exposición prolongada a la droga estas alteraciones se consolidan 
(Nestler et al., 1993, 2001, 2012), favoreciendo la creación de nuevas sinapsis y la modificación 
de los circuitos neuronales. El CPu constituye un punto de integración importante entre el 
sistema límbico y motor, y está involucrado con el aprendizaje y adquisición de hábitos 
relacionados con la adicción a sustancias de abuso (Canales, 2005). El estudio de las 
alteraciones en la expresión génica en esta región es fundamental para entender el fenómeno 
adictivo.  
Los microarrays son una herramienta muy útil para realizar una primera evaluación de 
los cambios de expresión génica que ocurren en respuesta a distintos tratamientos 
farmacológicos. Por consiguiente, permiten identificar las funciones celulares que podrían estar 
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Característica/ 
Procesos en los 
que interviene 
 
Gen 
 
Proteína * 
Tiempo de tratamiento 
1 hora 2 horas 
Morfina PD168,077 Morfina + PD168,077 Morfina PD168,077 
Morfina + 
PD168,077 
Canal iónico kcnj6 G protein-activated inward rectifier potassium channel 2 (GIRK2) 3.31 2.95 6.98 0.80 1.43 3.80 
Chaperonas 
hspa1a Heat shock 70kD protein 1A 2.25 2.48 6.71 25.76 1.22 12.36 
hspa1a /// 
hspa1b Heat shock 70kD protein 1B 3.82 3.70 18.10 40.71 1.32 28.61 
Factores de 
transcripción 
fos Proto-oncogene c-Fos 2.15 1.99 3.12 3.32 2.17 4.05 
neurod6 Neurogenic differentiation factor 6   2.26 2.89 7.54 0.91 1.63 4.11 
nr4a2 Nuclear receptor subfamily 4, group A, member 2 3.20 4.81 10.31 1.08 1.71 1.32 
nr4a2 Nuclear receptor subfamily 4, group A, member 2 2.09 2.15 4.58 1.08 1.41 1.48 
Neurotransmisor
/hormonas 
cck Cholecystokinin precursor 2.39 3.39 8.22 1.02 1.67 3.97 
gh1 Somatotropin precursor 0.72 0.75 0.83 0.28 0.25 0.23 
prl Prolactin precursor 0.92 0.83 0.84 0.34 0.35 0.34 
vip Vasoactive intestinal peptide precursor 2.27 2.82 8.11 0.99 1.29 5.73 
Apoptosis/ 
proliferación rprm Protein reprimo 3.15 3.42 6.35 1.36 1.30 3.14 
Complemento c1ql3 Complement C1q-like protein 3 precursor   2.94 3.40 11.29 1.01 1.43 6.00 
Secereción 
exocitosis 
cadps2 Calcium-dependent activator protein for secretion 2 2.62 2.40 5.60 0.96 1.63 2.07 
cplx3 Complexin-3 precursor   2.77 3.10 5.72 1.44 1.67 1.88 
Transportadores slc17a6 Vesicular glutamate transporter 3.16 2.31 3.72 0.77 1.59 1.72 
Matriz 
extracelular 
nov Protein nephroblastoma overexpressed gene precursor 2.65 3.89 9.38 0.97 1.94 3.14 
hs3st2 Heparan sulfate (glucosamine) 3-O 2.84 3.51 6.33 1.07 1.61 2.97 
Sinapsis nptx1 Neuronal pentraxin 1 precursor 2.03 2.81 4.10 1.29 1.34 2.46 
 
 
Característica/ 
Procesos en los 
que interviene 
 
Gen 
 
Proteína * 
Tiempo de tratamiento 
1 hora 2 horas 
Morfina PD168,077 Morfina + PD168,077 Morfina PD168,077 
Morfina + 
PD168,077 
Otros 
nrn1 Neuritin precursor 2.33 2.49 6.36 0.87 1.36 4.06 
ptpn3 Tyrosine-protein phosphatase, non-receptor type 3 2.38 2.14 4.69 0.87 1.48 3.79 
desconocidos tmem178A transmembrane protein 178 2.14 2.62 4.69 1.12 1.30 2.98 
Tabla 14. Listado de genes seleccionados comunes a todos los tratamientos indicando valores de cambio de expresión en los dos puntos de tiempo (1 y 2 horas). Los valores en color 
rojo indican sobreexpresión del gen respecto al control, en azul indican infraexpresión respecto al control y los valores en color negro indican que no hay cambio de expresión. Algunos de los genes 
y proteínas presentan distintas nomenclaturas. Para los genes se utiliza la nomenclatura utilizada en la base de datos de affymetrix y en el caso de las proteínas, la base de datos de GeneCards. * 
Los nombres de las proteínas que expresa cada gen se mantienen en inglés, debido a la inexistencia de traducción al español para algunas de ellas. 
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afectadas. Sin embargo, los resultados obtenidos tienen que confirmarse con otro tipo de 
aproximaciones metodológicas, como la hibridación in situ o la PCR cuantitativa.  
Gracias al uso de microarrays se han detectado una gran cantidad de genes que se 
alteran en el CPu de rata después del tratamiento agudo con morfina y/o PD168,077. Estos 
genes están implicados en una gran diversidad de procesos celulares, incluidos el control de la 
expresión génica, la apoptosis, la proliferación, diversas cascadas de señalización intracelular, 
etc. En líneas generales se ha observado que la morfina y el agonista D4R alteran la expresión 
de un número considerable de genes, pero es la combinación de ambos tratamientos lo que 
provoca los mayores cambios en el patrón de expresión génica. La sinergia positiva producida 
por la morfina y el agonista D4R puede deberse a una mayor activación de las cascadas de 
señalización intracelular de los receptores MOR y D4R coactivados, o bien a que las vías de 
transducción de la señal activadas independientemente por cada uno de los receptores 
convergen en algún punto de la cascada de señalización. Independientemente del mecanismo 
que se produzca, estos resultados confirman la interacción funcional entre los receptores MOR 
y D4R que ha sido previamente descrita (Gago et al., 2011, 2013; Rivera et al., 2015; Suárez-
Boomgaard et al., 2014). 
 A continuación se analizarán los cambios en la expresión génica de diferentes grupos de 
genes relacionados funcionalmente. Es importante tener en cuenta que para que ocurra un 
proceso celular intervienen múltiples factores. Pequeños cambios o variaciones en algunos de 
estos factores pueden dar lugar a una gran diversidad de efectos. La función de un gen 
concreto puede modificar a otros genes y proteínas que converjan en las rutas o en las 
funciones en las que participa. Las alteraciones en la expresión génica brindan información 
sobre las posibles rutas o procesos que podrían estar involucrados en los mecanismos de 
interacción entre MOR y D4R. Para entender el significado funcional de todos los cambios 
descritos son necesarios estudios complementarios y especializados.  
Factores de transcripción 
La morfina y otras sustancias de abuso alteran los niveles de expresión de los genes de 
expresión temprana inmediata (IEG; immediate early genes) (Erdtmann-Vourliotis et al., 1999; 
Gago et al., 2011; Rhodes y Crabbe, 2005; Ziółkowska et al., 2012), muchos de los cuales son 
factores de transcripción. Estos cambios ocurren fundamentalmente en el estriado (CPu y Acb) 
a través de la activación de los receptores D1R y D2R por medio de la dopamina liberada desde 
el mesencéfalo (VTA y SNc) en respuesta a la administración de morfina (Berke et al., 1998). El 
patrón de expresión de los factores de transcripción de la familia CREB y Fos inducido por la 
morfina ha sido establecido por Nestler y colaboradores (2004a, 2004b). Tras la exposición 
aguda a morfina se inducen de forma transitoria fos y jun, que codifican las proteínas c-Fos y 
JunB respectivamente: Ambas proteínas dimerizan y forman el factor de transcripción AP-1, 
necesario para que se produzca la transcripción de una gran variedad de genes. Cuando la 
morfina se administra de forma crónica, se acumula CREB y ΔfosB. Estos factores de 
transcripción, en especial c-Fos, se relacionan con las alteraciones que se producen a corto y 
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largo plazo durante la adicción a opiáceos (Nestler, 2004a) y se han asociado con cambios 
conductuales producidos por las drogas de abuso, como el desarrollo de preferencia de lugar 
condicionada y la sensibilización locomotora (Tolliver et al., 2000; Valjient et al., 2006).  
En este trabajo se ha demostrado un incremento de fos y jun por el tratamiento con 
morfina, lo que sugiere una sobrerregulación del factor AP-1. Estos resultados confirman la 
inducción de la proteína c-Fos en el CPu (Gago et al., 2011; Nestler, 2004a, 2004b). La 
coadministración de morfina y PD168,077 también produce la sobrerregulación de fos, que ya 
había sido demostrada mediante hibridación in situ (Gago et al., 2011). La sobreexpresión de 
fos se traduce en un incremento de la proteína c-Fos (Gago et al., 2011) mucho mayor que la 
que produce sólo la morfina. 
También se observa que el tratamiento con morfina induce la expresión de genes que 
codifican para factores de transcripción implicados en el desarrollo neuronal, como neurod6 y 
nr4a2. Este último gen está relacionado con la diferenciación, maduración y mantenimiento de 
las neuronas dopaminérgicas, así como la expresión de proteínas que regulan la síntesis y el 
metabolismo de la dopamina (Flames y Hobert, 2011). El gen nr4a2 podría estar involucrado en 
el aumento en la neurotransmisión dopaminérgica inducido por morfina (Rivera et al., 2015). 
Además el tratamiento con PD168,077 y con morfina y PD168,077 también incrementa la 
expresión de otros genes que codifican para factores de transcripción implicados en la 
diferenciación y especificación neuronal (nr4a2, bhle22, neurod1, neurod6 y zeb2) 
(Bormuth et al., 2013; Dela Peña et al., 2013; Gheldof et al., 2012; Joshi et al., 2008; 
Zhou et al., 2011). Es necesario realizar estudios complementarios para determinar las 
consecuencias de todas estas alteraciones.  
Genes relacionados con la apoptosis/proliferación 
Algunos autores sugieren que la morfina induce la apoptosis de las neuronas de distintas 
regiones cerebrales como el hipocampo, la corteza o la amígdala (Bajic et al., 2013; 
Liu et al., 2013; Mao et al., 2002; Razavi et al., 2014), mientras que otros investigadores han 
demostrado que podría tener efectos protectores frente a la muerte celular (Chen et al., 2008; 
Singhal et al., 1999). Los microarrays ponen de manifiesto que el tratamiento con morfina 
aumenta los niveles de expresión de genes asociados a ambos procesos. Por una parte se 
sobreexpresa el gen rprm (proteína supresora tumoral reprimo) y nptx1 (pentraxina neuronal), 
ambas con funciones apoptóticas (Hossain et al., 2004; Xu et al., 2012). Por otro lado se induce 
la expresión del gen bag3 (proteína antiapoptótica Bcl-2) y el gen hspa1a (proteína Hsp70) 
relacionados con la neuroprotección (Ammon-Treiber y Höllt, 2005). Estos resultados 
contradicen datos anteriores que describen una disminución de las proteína protectora Hsp70 
en cultivo neuronal primario (Chen et al., 2008) y de la proteína anti-apoptótica Blc-2 en el 
hipocampo y la espina dorsal (Liu et al., 2013; Mao et al., 2002). Las diferencias pueden 
deberse al modelo del estudio, la región cerebral analizada y al tiempo de exposición a la 
droga.  
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El PD168,077 y el cotratamiento con morfina y PD168,077 también inducen la 
sobreexpresión de genes que codifican proteínas responsables de la protección celular, la 
proliferación y la apoptosis. En concreto los genes hsp70, bdnf (Bdnf) y rprm. Además, el 
cotratamiento provoca la sobreexpresión de genes de control del ciclo celular, incluidos los 
genes tp53i11, efhd2 y pftk1 (Kaldis y Pagano, 2009; Kroczek et al., 2010), y apoptóticos como 
nptx1, nptxr y lingo1 (Hossain et al., 2004; Lööv et al., 2007). Del mismo modo que en caso de 
la morfina, hace falta estudiar con mayor detenimiento la función de cada uno de estos genes a 
y las consecuencias que se producen por su alteración a nivel molecular y celular. 
Cascada de señalización intracelular 
Cuando la morfina se une a su receptor se activan diversas cascadas de señalización 
intracelular, principalmente a través de la proteína Gi/0, de forma que se produce una alteración 
en los niveles de segundos mensajeros (Connor y Henderson, 1996), se activan o inhiben 
diferentes canales iónicos y se modifica la excitabilidad neuronal.  
Los microarrays revelan que la administración aguda de morfina aumenta la expresión 
del gen kcnj6 (subunidad 2 de los GIRK), que promueve la hiperpolarización neuronal (Lüscher 
y Slesinger, 2010). Es decir, podría estar favoreciendo la inhibición de las neuronas que lo 
sobreexpresen. Aunque la coadministración de morfina y PD168,077 mantiene altos los niveles 
de expresión de este gen, también se altera la expresión de los genes kcnc2 y kcns3 que 
codifican para canales iónicos de K+ implicados en la repolarización neuronal y en el aumento 
de la tasa de disparo (Kerschensteiner et al., 2003; Rudy y McBain, 2001).  
El cotratamiento con morfina y PD168,077 aumenta los niveles de expresión del gen 
rgs12 (proteína RGS12) que tiene funciones inhibidoras sobre la proteína G (Siderovski et al., 
2005). Su incremento en el CPu podría atenuar los efectos de la morfina a través de la 
inhibición de la cascada de señalización por el acople de MOR a Gi/0.  
Otra de las vías que se activa por la morfina es la de las MAPK (ERK1/2) (Al-Hasani y 
Bruchas, 2011), a través de las cuales se regulan la expresión génica. El cotratamiento con 
morfina y PD168,077 altera la expresión de varios genes implicados en la modulación de esta 
cascada de señalización. Por ejemplo el gen dusp1, que codifica una proteína que desfosforila 
a ERK inactivándola (Duff et al., 1995; Sun et al., 1993) y gna14, que da lugar a la subunidad 
Gαq/14 de la proteína G trimérica, que activa la cascada de las Ras/ERK (Kwan et al., 2012) y 
distintos factores de transcripción a través de PKC y calcio (Kostenis et al., 2005). Esto sugiere 
que el cotratamiento con ambos fármacos puede modular la expresión génica de diferentes 
componentes de las cascadas de ERK1/2, ya sea aumentando su actividad o bien 
contrarrestando los efectos de la morfina en estos mismo procesos. Estudios recientes 
realizados en células HEK293 que coexpresan MOR y D4R demuestran que al preestimular uno 
de los receptores disminuye la fosforilación de las MAPK por parte del otro 
(Duchou et al., 2015), lo que confirma que existe una estrecha relación entre ambos receptores 
en esta cascada de señalización intracelular.  
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Las proteínas G monoméricas son otras proteínas importantes en la cascada de 
señalización intracelular, ya que intervienen no sólo en la transducción de la señal sino que 
también influyen en la regulación y tráfico del receptor. El cotratamiento con morfina y 
PD168,077 altera la expresión de varios genes que codifican proteínas G monoméricas. 
Incrementa la expresión de rasd1, que da lugar a Ags1, una proteína capaz de activar vías de 
señalización intracelular dependientes de la proteína G (Cismowski et al., 2000). Por otro lado 
disminuye la expresión del gen rab5a, que codifica para una proteína implicada en la formación 
de vesículas recubiertas de clatrina para la internalización de los GPCR y su fusión con 
endosomas tempranos (Macé et al., 2005). Los cambios de expresión en este gen sugieren 
que el cotratamiento con ambos fármacos podría influir sobre la internalización los receptores 
MOR y D4R. 
Morfología neuronal y sinapsis  
El tratamiento continuado con morfina altera la morfología neuronal. En concreto se ha 
demostrado una disminución en el tamaño y la adquisición de forma esférica de las neuronas 
dopaminérgicas del VTA (Beitner-Johnson et al., 1992; Boronat et al., 1998; Ferrer-
Alcón et al., 2000; Mazei-Robison et al., 2011) y la SNc (Rivera et al., 2015; Suárez-
Boomgaard, 2012). Estos cambios morfológicos se han relacionado con alteraciones en la tasa 
de disparo de las neuronas dopaminérgicas (Mazei-Robison et al., 2011). En el CPu la morfina 
produce la retracción del árbol dendrítico, la reducción del número de espinas dendríticas y la 
disminución del tamaño del soma de las neuronas de proyección GABAérgicas (Suárez-
Boomgaard, 2012), en los que parece estar involucrados cambios en la expresión de genes 
relacionados con el citoesqueleto (Loguinov et al., 2001). Según los resultados de microarrays 
el tratamiento agudo con morfina aumenta la expresión del gen ntrk-2, que codifica para el 
receptor TrkB, que promueve el crecimiento de neuritas (Reichardt, 2006). También se 
sobrerregula vsln, que induce la arborización de las neuritas. Por lo tanto el tratamiento agudo 
con morfina influye sobre la expresión de genes que regulan la morfología neuronal.  
El cotratamiento con morfina y el agonista D4R promueve la sobreexpresión de una gran 
variedad de genes implicados en el fenotipo neuronal. Es el caso de: 1) homer1 y pfn2, que 
codifican proteínas implicadas en la polimerización de actina de las dendritas 
(Korostynski et al., 2007; Michaelsen et al,. 2010; Witke et al., 1998, 2004); 2) bdnf, que 
promueve la formación de espinas dendríticas (Hiester et al., 2013); 3) slitrk1 y serpini1, 
relacionados con el crecimiento de neuritas (Aruga et al., 2003; Roet et al., 2013); 4) cbln2, 
wnt2, epha5 y ephb6, que intervienen en la formación de sinapsis (Joo et al., 2012; 
Lai et al., 2009; Matsuda y Yauzaki, 2011; Salinas y Zou, 2008). El PD168,077 parece 
favorecer la expresión de genes asociados a funciones que contrarrestarían los cambios 
morfológicos producidos por la morfina en las neuronas. De hecho, según las observaciones de 
Suárez-Boomgard (2012), este agonista dopaminérgico contrarresta todos los cambios 
morfológicos provocados por la morfina en la SNc y el CPu.  
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Receptores y neurotransmisores 
Además del sistema opioide y dopaminérgico, otros sistemas de neurotransmisores se 
han relacionado con la adicción a morfina. Es el caso del sistema adrenérgico, implicado en la 
sensibilización locomotora, la abstinencia y la preferencia de lugar condicionada (Harris y 
Astone-Jones, 1993; Schmidt y Weinshenker, 2014; Sharaei et al., 2004), el sistema 
colinérgico, implicado en el desarrollo de dependencia a sustancias de abuso, incluidos los 
opiáceos (Neugebauer et al., 2013; Tuesta et al., 2011), y el sistema corticotrópico, asociado al 
desarrollo de síndrome de abstinencia (Zorrilla et al., 2014). Varios de los genes que 
intervienen en estos sistemas se sobreexpresan exclusivamente por el cotratamiento con 
morfina y PD168,077. 
4. Efecto del tratamiento agudo con morfina sobre la 
expresión de GIRK1, GIRK2 y RGS12 en el caudado 
putamen y la sustancia negra. Influencia del receptor D4 
En vista de los resultados obtenidos en los experimentos de microarray, se ha estudiado 
el efecto de la administración aguda de morfina y/o el agonista PD168,077 sobre la distribución 
y los niveles de expresión de dos de las subunidades de canales de potasio rectificadores hacia 
el interior acoplados a proteína G, GIRK1 (G protein-coupled inward-rectifier potasium channel 
1) y GIRK2 (G protein-coupled inward-rectifier potasium channel 2) y la proteína reguladora de 
señalización de la proteína G (RGS12, regulating G-protein signalling), en el CPu y la SN. 
4.1. Distribución de GIRK1 en el caudado putamen y la sustancia negra 
El marcaje inmunohistoquímico de GIRK1 en el CPu se observó en tres tipos celulares 
diferentes atendiendo al tamaño de las células. La mayor parte fueron células de pequeño 
tamaño, distribuidas homogéneamente por todo el CPu y con un marcaje punteado en el 
citoplasma (Figura 31A). En segundo lugar, se observaron algunas células de gran tamaño 
que presentaban un intenso inmunomarcaje en forma de red en el citoplasma (Figura 31A1) y 
que estaban distribuidas homogéneamente por todo el CPu. Por último, se inmunomarcó un 
número muy reducido de células de tamaño intermedio, con una señal lineal continua dentro de 
su citoplasma (Figura 31A2).  
Con el fin de definir el tipo neuronal que expresa GIRK1 en el CPu, se realizaron dobles 
marcajes inmunohistoquímicos con marcadores de las poblaciones de interneuronas 
parvoalbúmina (PV), calretinina (CR), somatostatina (SS) y acetil-colina transferasa (ChAT). 
Las células inmunomarcadas para GIRK1 de menor tamaño no fueron positivas para ninguno 
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de los marcadores de interneuronas, por lo que deben corresponderse con neuronas GABA de 
proyección del estriado. Las células de mayor tamaño y con la señal de GIRK1 en forma de red 
fueron inmunorreactivas para ChAT (Figura 31B). Las células inmunorreactivas para GIRK1 de 
tamaño intermedio y menor densidad en el CPu se inmunomarcaron para PV (Figura 31C) y 
SS (Figura 31D). Ninguna célula GIRK1 fue inmunorreactiva para CR (Figura 31E).  
 
 
Figura 31: Distribución de GIRK1 en el caudado putamen 
(A-A2) Microfotografías representativas de los tipos celulares marcados por inmunohistoquímica para la proteína 
GIRK1 en el caudado putamen.  
(B-E) Microfotografías representativas de secciones del caudado putamen marcadas por inmunofluorescencia doble 
para GIRK1/ChAT (B), GIRK1/SS (C), GIRK1/PV (D) y GIRK1/CR (E). GIRK1 se observa en rojo (B y C) o en verde (D 
y E). ChAT y SS se observan en verde (B y C). PV y CR se observan en rojo (D y E). Abreviaturas: ChAT, acetil-colina 
transferasa; CPu, caudado putamen; CR, calretinina; GIRK1, subunidad 1 de canales de potasio rectificadores hacia el 
interior acoplados a proteína G; PV, parvalbúmina; SS, somatostatina.  
Barras: A-A2: 20 µm; B-E: 10 µm. 
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 En la SN, el marcaje para GIRK1 se observó en células de la SNc y SNr, aunque fue 
mayor en la SNc (Figura 32). El doble marcaje inmunohistoquímico con GIRK1 y TH puso de 
manifiesto que todas las células dopaminérgicas de SNc expresan GIRK1 (Figura 32B). En la 
SNr, GIRK1 no colocalizó con ninguna estructura (neurona o dendrita) positiva para TH (Figura 
32B1).  
 
Figura 32. Distribución de GIRK1 en la sustancia negra 
(A-A1) Microfotografías representativas de la SNc (A) y la SNr (A`) marcadas mediante inmunohistoquímica para 
GIRK1. 
(B-B1) Microfotografías representativas de la SNc (B) y SNr (B1) de secciones marcadas para TH y GIRK1 mediante 
inmunofluorescencia. TH se observa en rojo y GIRK1 en verde. Las flechas indican marcaje exclusivo de GIRK1 y las 
cabezas de flecha indican colocalización de TH y GIRK1.  
Abreviaturas: GIRK1, subunidad 1 de canales de potasio rectificadores hacia el interior acoplados a proteína G; TH, 
tirosina hidroxilasa; SNc, sustancia negra compacta; SNr, sustancia negra reticular.  
Barra: A, 25 µm; B. 25 µm 
4.2. La activación del receptor D4 bloquea el aumento de expresión de GIRK1 en 
las neuronas de proyección del caudado putamen inducido por morfina 
 La administración aguda de morfina (10 mg kg–1 x 4) aumentó en un 20 % la 
inmunorreactividad de GIRK1 en las células de pequeño tamaño, que se corresponden con las 
neuronas de proyección del CPu (p < 0.001 vs. control) (Figura 33A, C y C1). La 
administración aguda de PD168,077 (1 mg kg–1) y la coadministración de morfina y PD168,077 
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no modificaron los niveles de inmunorreactividad de GIRK1 en las neuronas de proyección 
(p > 0.05 vs. control) (Figura 33A, C, C2 y C3). 
 
Figura 33. Inmunorreactividad para GIRK1 de las neuronas de proyección y de las interneuronas colinérgicas 
del caudado putamen 
(A-B) Inmunorreactividad de las neuronas de proyección (A) y de las interneuronas colinérgicas (B) para GIRK1 en 
secciones de caudado putamen de animales tratados de forma aguda con morfina y/o PD168,077 (n = 4). Los valores 
se expresan como la media ± EEM. Se representan porcentajes de densidad óptica con respecto al control. La 
estadística se llevó a cabo mediante una ANOVA de una vía seguida del test post hoc de Bonferroni. *** p < 0.001 vs. 
control.  
(C-C3) Microfotografías representativas de las células de pequeño tamaño de la región dorsal del caudado putamen de 
ratas tratadas con vehículo (C), morfina (C1), PD168,077 (C2) y morfina + PD168,077 (C3), marcadas por 
inmunohistoquímica para GIRK1.  
Abreviaturas: CPu, caudado putamen; GIRK1, subunidad 1 de canales de potasio rectificadores hacia el interior 
acoplados a proteína G.  
Barra: 20 µm. 
La administración aguda de morfina (10 mg kg–1 x 4) y/o PD168,077 (1 mg kg–1) no 
cambió la inmunorreactividad de GIRK1 en las células de gran tamaño del CPu, que también 
eran inmunorreactivas para ChAT (p > 0.05 vs. control) (Figura 33B).  
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4.3. El cotratamiento con morfina y PD168,077 incrementa la expresión de 
GIRK1 en la sustancia negra 
 La administración aguda de morfina (10 mg kg–1 x 4) o PD168,077 (1 mg kg–1) no alteró 
la inmunorreactividad de GIRK1 en la SN, ni en la SNc (p > 0.05 vs. control) (Figura 34A, C-
C2) ni en la SNr (p > 0.05 vs. control) (Figura 34B, D-D2). Sin embargo, la coadministración de 
morfina y PD168,077 aumentó la inmunorreactividad de GIRK1 en la SNc (+ 24 %; p < 0.001 
vs. control) (Figura 34A, C3) y en la SNr (+ 24 %; p < 0.001 vs. control) (Figura 34B, D3). 
 
Figura 34. Inmunorreactividad para GIRK1 en secciones de sustancia negra 
(A-B) Inmunorreactividad para GIRK1 en la sustancia negra compacta (A) y la sustancia negra reticular (B) de 
animales tratados de forma aguda con morfina y/o PD168,077. Los valores se expresan como la media ± EEM (n = 4). 
Se representan porcentajes de densidad óptica respecto al control. La estadística se llevó a cabo mediante una 
ANOVA de una vía seguida del test post hoc de Bonferroni. ***p < 0.001 vs. control.  
(C-C3) Microfotografías representativas de secciones de sustancia negra compacta inmunoteñidas para GIRK1 en 
animales control (C) y tratados de forma aguda con morfina (C1), PD168,077 (C2) o morfina + PD168,077 (C3).  
(D-D3) Microfotografías representativas de secciones de sustancia negra reticular inmunoteñidas para GIRK1 en 
animales control (D) y tratados de forma aguda con morfina (D1), PD168,077 (D2) o morfina + PD168,077 (D3).  
Abreviaturas: GIRK1, subunidad 1 de canales de potasio rectificadores hacia el interior acoplados a proteína G; SNc, 
sustancia negra compacta; SNr, sustancia negra reticular.  
Barra: 10 µM. 
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4.4. Distribución de GIRK2 en el caudado putamen y la sustancia negra  
 El anticuerpo anti-GIRK2 marcó de forma homogénea y muy tenue el neuropilo del CPu. 
En muy pocas ocasiones se pudo distinguir el perfil de somas positivos.  
 En la SNc se observaron somas y dendritas intensamente marcados para GIRK2 (Figura 
35A), mientras que en la SNr se observaron únicamente dendritas (Figura 35A1). Los 
experimentos de doble marcaje inmunohistoquímico demostraron que todas las células TH-
positivas de la SNc (Figura 35B) y las fibras TH-positivas de la SNr (Figura 35B1) expresan 
GIRK 2. También se observaron dendritas con marcaje exclusivo para GIRK2 (Figura 35B1). 
 
Figura 35. Distribución de GIRK2 en la sustancia negra 
(A-A1) Microfotografías representativas del marcaje inmunohistoquímico para GIRK2 en la sustancia negra compacta 
(A) y en la sustancia negra reticular (A1). Las flechas indican los somas inmunomarcados para GIRK2  
(B-B1) Microfotografías representativas de la sustancia negra compacta (B) y la sustancia negra reticular (B1) de 
secciones inmunoteñidas para TH y GIRK2. TH se observa en rojo y GIRK2 en verde. Las flechas indican marcaje 
exclusivo de GIRK2 y las cabezas de flecha indican colocalización celular de TH y GIRK2. 
Abreviaturas: GIRK2, subunidad 2 de canales de potasio rectificadores hacia el interior acoplados a proteína G; TH, 
tirosina hidroxilasa; SNc, sustancia negra compacta; SNr, sustancia negra reticular. 
Barras: A, B: 20 µm; C, D: 10 µm.  
4.5. El cotratamiento con morfina y PD168,077 incrementa la expresión de 
GIRK2 en la sustancia negra compacta. 
La administración aguda de morfina (10 mg kg–1 x 4) y/o PD168,077 (1 mg kg–1) no alteró 
ni la inmunorreactividad ni la distribución de GIRK2 en el CPu respecto al tratamiento con 
vehículo (p > 0.05; n.s.) (Figura 36A). 
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La administración aguda de morfina (10 mg kg–1 x 4) o de PD168,077 (1 mg kg–1) no 
modificó la inmunorreactividad de GIRK2 en la SNc (p > 0.05 vs. control) (Figura 36B, C-C2). 
Sin embargo, la coadministración de ambos fármacos aumentó la inmunorreactividad de GIRK2 
en las neuronas de la SNc (+ 21%; p < 0.001 vs. control) (Figura 36B, C3). En la SNr no se 
obtuvieron resultados concluyentes (datos no mostrados). 
 
Figura 36: Inmunorreactividad para GIRK2 en el caudado putamen y la sustancia negra 
(A-B) Inmunorreactividad para GIRK2 en el caudado putamen dorsal (A) y en la sustancia negra compacta (B) de 
animales tratados de forma aguda con morfina y/o PD168,077. Los valores se expresan como la media ± EEM (n = 4). 
Se representan porcentajes de densidad óptica con respecto al control. La estadística se llevó a cabo mediante una 
ANOVA de una vía seguida del test post hoc de Bonferroni. ***p < 0.001 vs. control.  
(C-C3) Microfotografías representativas de las células de la sustancia negra compacta de ratas tratadas con vehículo 
(C), morfina (C1), PD168,077 (C2) y morfina + PD168,077 (C3), marcados por inmunohistoquímica para GIRK2.  
Abreviaturas: GIRK2, subunidad 2 decanales de potasio rectificadores hacia el interior acoplados a proteína G; SNc, 
sustancia negra compacta; SNr, sustancia negra reticular.  
Barra: 10 µm. 
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4.6. Distribución de RGS12 en el caudado putamen y la sustancia negra 
En el CPu, el marcaje inmunohistoquímico para RGS12 se localizó en el núcleo de las 
células del estriado. Sin embargo el marcaje no fue homogéneo, ya que la densidad de células 
inmunorreactivas para RGS12 y la intensidad del marcaje aumentaron gradualmente desde la 
zona lateral hacia la medial (Figura 37A-A1).  
En la SN el marcaje inmunohistoquímico de RGS12 se observó en núcleos distribuidos 
homogéneamente tanto en la SNc como la SNr. Mediante inmunofluorescencia doble se 
detectó la presencia de RGS12 en los núcleos de las células TH-positivas de la SNc (Figura 
37B) y de la SNr (Figura 37B1). También se observó en núcleos de células no 
inmunorreactivas para TH de la SNr (Figura 37B1).  
 
Figura 37. Distribución de RGS12 en el caudado putamen y en la sustancia negra 
(A-A1) Microfotografías representativas de la región medial (A) y lateral (A1) del caudado putamen de secciones 
inmunoteñidas para RGS12. 
(B-B1) Microfotografías representativas de la sustancia negra compacta (A) y sustancia negra reticular (B) de 
secciones inmunoteñidas para TH (rojo) y RGS12 (verde). Las flechas indican marcaje exclusivo de RGS12 y las 
cabezas de flecha indican colocalización de RGS12 y TH.  
Abreviaturas: CPu, caudado putamen; RGS12, proteína reguladora de señalización de proteínas G tipo 12; TH, tirosina 
hidroxilasa; SNc, sustancia negra compacta; SNr, sustancia negra reticular. 
Barras: A-A1, 20 µm; B-B1, 25 µm 
 
108 
 
Resultados 
4.7. La activación del receptor D4 bloquea el aumento del número de células 
inmunorreactivas para RGS12 inducido por morfina en el caudado putamen 
y la sustancia negra. 
La administración aguda de morfina (10 mg kg–1 x 4) incrementó el número de núcleos 
inmunomarcados para RGS12 en la región medial (morfina: + 33 %; p < 0.001 vs. control) y 
lateral del CPu (+30 %; p < 0.05 vs. control) (Figura 38A).  
 
 
Figura 38. Densidad de células immunomarcadas para RGS12 en el caudado putamen 
(A) Número de células RGS12 por mm
2
 en la región medial y lateral de secciones del caudado putamen de animales 
tratados con morfina y/o PD168,077 (n = 4). Los valores se expresan como la media ± EEM. La estadística se llevó a 
cabo mediante una ANOVA de una vía seguida del método post hoc de Bonferroni. *** p < 0.001, ** p < 0.01 vs. control; 
# p < 0.05 vs. morfina.  
(B-B3) Microfotografías representativas de la región medial del caudado putamen de secciones inmunoteñidas para 
RGS12 en animales control (B) y tratados de forma aguda con morfina (B1), PD168,077 (B2) o morfina + PD168,077 
(B3).  
Abreviaturas: RGS12, proteína reguladora de señalización de proteína G. 
Barra: 20 µm.  
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La administración aguda de PD168,077 (1 mg kg–1) también incrementó el número de 
núcleos inmunomarcados para RGS12 en la región medial (PD168,077: + 27 %; p < 0.001 vs. 
control), mientras que no se observaron cambios en la lateral (p > 0.05 vs. control) (Figura 
38A). La coadministración aguda de ambos fármacos no produjo cambios en el número de 
núcleos inmunomarcados con RGS12 en todo el CPu con respecto a las secciones control 
(Figura 38A).  
En la SN, la morfina (10 mg kg–1 x 4) incrementó el número de núcleos inmunomarcados 
para RGS12 (+ 21 %; p < 0.05 vs. control) (Figura 39A, B-B1). Sin embargo, la administración  
 
 
Figura 39. Densidad de células inmunomarcadas para RGS12 en la sustancia negra 
(A) Número de células RGS12 por mm
2
 en secciones de sustancia negra de animales tratados con morfina y/o 
PD168,077 (n = 4). Los valores se expresan como media ± EEM. La estadística se llevó a cabo mediante una ANOVA 
de una vía seguida del test post hoc de Dunn’s. *p < 0.05 vs. control  
(B-B3) Microfotografías representativas de la sustancia negra de secciones inmunoteñidas para RGS12 en animales 
control (B) y tratados de forma aguda con morfina (B1), PD168,077 (B2) o morfina + PD168,077 (B3).  
Abreviaturas: SN, sustancia negra. RGS12, proteína reguladora de señalización de proteína G. 
Barra: 20 µm.  
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de PD168,077 (1 mg kg–1) o de morfina y PD168,077 no provocó cambios significativos en el 
número de núcleos inmunorreactivos para RGS12 (p > 0.05 vs. control) (Figura 39A, B, B2, 
B3). 
4.8. Discusión parcial  
Los experimentos de microarrays han puesto de manifiesto cambios en la expresión de 
diferentes grupos de genes en respuesta al tratamiento con morfina y/o PD168,077 en el CPu. 
Aunque en el futuro se tendrán que analizar con más detenimiento, en este trabajo se han 
seleccionado tres de ellos para su estudio a nivel de proteína. Estos tres genes, como se verá 
a continuación, están relacionados con la inhibición de la excitabilidad neuronal inducida por la 
unión de morfina a los receptores MOR. En concreto se eligió el gen kcnj6, que codifica la 
subunidad de los canales de potasio rectificadores hacia el interior GIRK2, y por extensión el 
gen kcnj3, que codifica la subunidad GIRK1. Ambas subunidades suelen formar canales de 
potasio (Koyrakh et al., 2005) y se acoplan directamente a la proteína Gi/0, mediando la 
respuesta de los GPCR (Dascal, 1997). También se eligió el gen rgs12, que codifica la proteína 
reguladora de proteínas G RGS12 (Berman y Gilman, 1998) y que es capaz de modificar la 
excitabilidad neuronal (Richman et al., 2005; Webb et al., 2005). 
La unión de la morfina a los receptores MOR inhibe la excitabilidad neuronal mediante el 
cierre de canales de calcio dependientes de voltaje (Tallent et al., 1994), la activación de los 
GIRK (Ikeda et al., 1995) a través del acople de la subunidad Gβγ de la proteína Gi/0 
(Huang et al., 1997), ya sea mediada por la activación del propio receptor o por medio de 
receptores GABAB (Koyrakh et al., 2005), y la alteración en los niveles de segundos 
mensajeros y otras proteínas reguladoras (Loh y Smith, 1990; Wang y Gintzler, 1994). Por 
ejemplo, RGS12 que inhibe los canales de calcio dependientes de voltaje Cav.2.2 
(Richman et al., 2005). 
El patrón de expresión génica de kcnj6, kcnj3 y rgs12 después del tratamiento agudo con 
morfina y/o PD168,077 difiere del patrón de expresión de las proteínas que codifican, es decir, 
GIRK2, GIRK1 y RGS12, respectivamente.  
El tratamiento con morfina y/o PD168,077 incrementa transitoriamente la expresión del 
gen kcnj6 en el CPu, aunque no se observan niveles significativos de la proteína GIRK2, tal y 
como había sido descrito por otros autores (Sáenz del Burgo et al., 2008). Por el contrario, los 
tratamientos farmacológicos no modifican la expresión del gen kcnj3, pero sí de la proteína 
GIRK1, que se incrementa en respuesta al tratamiento con morfina (Figura 40). Por último, el 
gen rgs12 se sobreexpresa debido al tratamiento combinado con morfina y PD168,077, 
mientras que se incrementan los niveles de la proteína RGS12 únicamente con morfina (Figura 
40). Estas discrepancias en los patrones de expresión génica y proteica se deben posiblemente 
a que los efectos de los fármacos son diferentes a nivel de trascripción y traducción, sugiriendo 
mecanismos de regulación muy complejos que tendrán que ser estudiados con mayor 
profundidad.  
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Los experimentos de inmunolocalización también han permitido estudiar los cambios en 
la expresión de GIRK1, GIRK2 y RGS12 en la SN tras el tratamiento agudo con morfina y/o 
PD168,077. La morfina incrementa los niveles de RGS12 (SNc y SNr), mientras que el 
tratamiento combinado con morfina y PD168,077 incrementa los niveles de GIRK1 (SNc y SNr) 
y GIRK2 (SNc) (Figura 40). 
Para entender cómo la morfina produce un incremento en la tasa de disparo de las 
neuronas dopaminérgicas de SNc y aumenta la liberación de dopamina en el CPu 
(Badiani et al., 2011; Di Chiara e Imperanto, 1988) hay que tener en cuenta que estas neuronas 
están reguladas de forma muy compleja. Según el modelo clásico de Johnson y North (1992), 
las neuronas dopaminérgicas de SNc están inhibidas tónicamente por las interneuronas 
GABAérgicas de SNr. Estas interneuronas GABA expresan MOR, de modo que la morfina las 
inhibe e indirectamente activa a las neuronas dopaminérgicas. Además, las neuronas 
dopaminérgicas están reguladas por proyecciones GABA de las neuronas de proyección de los 
estriosomas del CPu (Fujiyama et al., 2011; Watabe-Uchida et al., 2012), que también 
expresan MOR. De la misma forma, la morfina bloquea a las neuronas de proyección de los 
estriosomas que dejan de ejercer inhibición sobre las neuronas dopaminérgicas de SNc.  
Durante el tratamiento con morfina, el incremento de los niveles de RGS12 en el CPu y 
la SNr podría contribuir a la hiperpolarización (Lüscher & Slesinger, 2010), y por tanto a la 
inhibición, de las neuronas GABAérgicas que regulan a las neuronas dopaminérgicas, 
favoreciendo la liberación de dopamina (Figura 40). En este proceso también contribuiría el 
aumento de expresión de GIRK1 en las neuronas de proyección del CPu. Sin embargo, todavía 
queda por determinar la función de RGS12 en las neuronas dopaminérgicas de la SNc (López-
Aranda et al, 2005 y observaciones propias) y en la matriz del CPu. Otra de las incógnitas por 
resolver es que, a pesar de que se le ha atribuido una función reguladora de la excitabilidad 
neuronal (Richman et al., 2005; Webb et al., 2005), la localización nuclear de RGS12 
(Chatterjee y Fisher, 2000; López-Aranda et al., 2005; observaciones propias) sugiere que está 
implicado en el control de la transcripción de genes (Chatterjee y Fisher, 2002). 
Como se ha explicado previamente, la activación de D4R bloquea la activación de la vía 
dopaminérgica nigroestriatal inducida por morfina, lo que resulta en un restablecimiento del 
tono dopaminérgico normal del estriado (Rivera et al., 2015). Se ha sugerido que este efecto de 
bloqueo se produce por la desensibilización heteróloga de MOR, tanto en la SN como en el 
CPu (Rivera et al., 2015). En este trabajo se ha demostrado que el cotratamiento con morfina y 
PD168,077 bloquea el incremento de expresión de GIRK1 en el CPu y de RGS12 en el CPu y 
SN, lo que sugiere que el D4R puede restablecer la excitabilidad de las neuronas GABAérgicas 
de ambas regiones, y por tanto la inhibición tónica que ejercen sobre las neuronas 
dopaminérgicas. Además, se produce un incremento en la expresión de las subunidades 
GIRK1 y GIRK2 en las neuronas dopaminérgicas de la SNc, que podría producir la 
hiperpolarización de estas neuronas (Lüscher & Slesinger, 2010) y la consiguiente inhibición de 
la liberación de dopamina. Por último el aumento de GIRK1 en la SNr debido al cotratamiento 
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con morfina y PD168,077 podría ayudar al mantenimiento de la actividad normal de las 
neuronas dopaminérgicas. 
En el futuro se tendrán que realizar experimentos de electrofisiología que ayuden a 
entender el significado funcional de los cambios de expresión de GIRK1/2 y RGS12 en el CPu 
y la SN.  
 
Figura 40. Esquema representativo y simplificado de las proyecciones eferentes del caudado putamen y de la 
sustancia negra en la vía nigroestriatal y el efecto del tratamiento con morfina y/o PD168,077 en los niveles de 
GIRK1/2 y RGS12 
Abreviaturas: CPu, caudado putamen; GIRK1/2, canales de potasio rectificadores hacia adentro acoplados a proteína 
G; RGS12, proteína reguladora de señalización de proteína G; SNc, sustancia negra compacta; SNr, sustancia negra 
reticular;?, se desconoce el tipo celular en el que se observan las alteraciones. 
(*) Representación simplificada de las proyecciones eferentes a través de la vía indirecta y directa desde la matriz del 
caudado putamen. 
 
 
 
 
113 
 
Resultados 
5. Efecto de la estimulación del receptor dopaminérgico D4 
sobre las propiedades de refuerzo y la dependencia física 
inducidas por morfina 
5.1. La estimulación del receptor dopaminérgico D4 bloquea el efecto de 
refuerzo inducido por la morfina 
Las ratas tratadas con morfina (3 mg kg–1) manifestaron una marcada preferencia por el 
compartimento asociado a la droga (p < 0.001 vs. vehículo), mientras que las ratas tratadas con 
PD168,077 (1 mg kg–1) no presentaron ni preferencia ni aversión por el compartimento 
asociado a este tratamiento (Figura 41) (p = 1 vs. vehículo). Cuando las ratas tratadas con 
morfina recibieron al mismo tiempo una inyección de PD168,077, se suprimió por completo la 
preferencia por el compartimento asociado a la droga (p = 1 vs. vehículo) (Figura 41).  
 
Figura 41. Valor de preferencia de lugar condicionada por morfina y/o PD168,077  
El eje vertical representa el valor de preferencia de lugar calculado como el tiempo (s) pasado por el animal en el 
compartimento asociado al tratamiento con vehículo o con la droga el día del test menos el tiempo pasado en el mismo 
compartimento en la fase de precondicionamiento. Los valores se expresan como la media ± EEM (n = 15-16 por 
grupo). La estadística se llevó a cabo mediante una ANOVA de dos vías seguida del test post hoc de Bonferroni. *** 
p < 0.001 vs. control. 
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5.2. La activación del receptor dopaminérgico D4 suprime los síntomas 
somáticos del síndrome de abstinencia 
El síndrome de abstinencia se precipitó mediante una única inyección de naltrexona 
(20 mg kg–1) en ratas tratadas de forma continua (6 días) con morfina (20 mg kg–1 d–1). El 
síndrome de abstinencia se manifestó por la aparición de diversas esterotipias que en conjunto 
proporcionaron un valor global de abstinencia (Figura 42A). Los síntomas que se evaluaron de 
forma cuantitativa (número de saltos, aseo genital, sacudidas y chasquido de dientes) se 
observaron inmediatamente después de la inyección de naltrexona (Figura 42B) y se 
mantuvieron durante los siguientes 45 minutos. En cambio, la aparición de los síntomas que se 
valoraron de forma cualitativa (diarrea, rinorrea, ptosis, posturas anormales e irritabilidad) se 
observaron 15 minutos después de precipitar la abstinencia, y alcanzaron el valor máximo en el 
intervalo de 30-45 minutos tras la inyección de naltrexona (Figura42C). La administración de la 
dosis más baja de PD168,077 (1 mg kg–1 d–1) junto a morfina disminuyó el valor global del 
síndrome de abstinencia, mientras que la dosis más alta (3 mg kg–1 d–1) eliminó por completo 
dichos síntomas (Figura 42A). Este efecto dosis-respuesta también se hizo evidente cuando 
los signos cuantitativos (Figura 42B) y cualitativos (Figura 42C) se evaluaron 
independientemente.  
5.3. Discusión parcial  
La característica común que presentan las drogas de abuso es la capacidad para inducir 
la búsqueda compulsiva de la droga. Esta búsqueda se genera y mantiene gracias a que la 
droga actúa como un potente refuerzo positivo, presenta propiedades discriminativas y además 
es capaz de provocar efectos adversos durante la abstinencia (Stolerman, 1992). En estas 
conductas asociadas a las drogas subyacen las neuroadaptaciones celulares y moleculares 
que se producen en el cerebro tras el consumo continuado de la droga. Existen numerosas 
pruebas de comportamiento que permiten evaluar las características específicas de una droga. 
Por ejemplo, los efectos reforzantes de la droga se estudian mediante el paradigma de 
preferencia de lugar condicionada o PLC, y la dependencia física mediante el desarrollo del 
síndrome de abstinencia.  
La capacidad de la morfina para producir PLC (Bardo et al., 1984; Reid et al., 1989; 
Tzschentke, 2007) y un síndrome de abstinencia severo (Chartoff y Conney, 2014; Kreek y 
Koob, 1998; Schulteis et al., 2003) está ampliamente documentada en la bibliografía. Gracias a 
los estudios en ratones knockout para los diferentes receptores opioides se ha demostrado que 
sólo MOR es esencial para producir analgesia, refuerzo positivo y desarrollo de dependencia 
(Matthes et al., 1996). En este trabajo se ha demostrado la capacidad de D4R de bloquear las 
propiedades reforzantes y la dependencia física que genera la morfina. 
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Figura 42. Valoración del síndrome de abstinencia tras la administración de naltrexona en ratas tratadas de 
manera continua con morfina y/o PD168,077  
(A) Valor del síndrome de abstinencia global. Los valores se expresan como la media ± EEM (n = 5-7 por grupo). La 
estadística se llevó a cabo mediante una ANOVA de una vía seguida del método post hoc de Bonferroni. *** p < 0.001 
vs. control; ### vs. morfina.  
(B-C) Se evaluaron los signos cuantitativos (número de saltos, aseo genital, sacudidas y chasquido de dientes) (B) y 
los signos cualitativos (diarrea, rinorrea, ptosis, posturas anormales e irritabilidad) (C) del síndrome de abstinencia 
durante tres intervalos de 15 minutos. Los valores se expresan como la media ± EEM (n = 5-7 por grupo). La 
estadística se llevó a cabo mediante una ANOVA de dos vías, seguida del test post hoc de Tukey. *** p < 0.001, 
** p < 0.01 vs. control; ººº p < 0.001 vs. morfina + PD168,077 (3 mg kg
–1
 d
–1
); ### p < 0.001 vs. morfina + PD168,077 
(1 mg kg
–1
 d
–1
) y vs. morfina + PD168,077 (3 mg kg
–1
 d
–1
). 
El D4R humano fue clonado por primera vez a comienzos de la década de los 90 
(Van Tol et al., 1991), pero poco se conoce sobre sus funciones específicas. Gracias a los 
estudios con ratones knockout para D4R, este receptor se ha asociado con el comportamiento 
de búsqueda de experiencias nuevas (novelty seeking) y la sensibilización locomotora como 
respuesta al etanol, cocaína y metanfetamina (Rondou et al., 2010; Rubisntein et al., 1997; 
Thanos et al., 2010). En humanos D4R se ha relacionado con una mayor predisposición al 
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alcoholismo (George et al., 1993; Muramatsu et al., 1997) y al abuso de sustancias opioides 
(Kotler et al., 1997). Además D4R se ha relacionado con la recaída al consumo de sustancias 
como la nicotina (Yan et al., 2012).  
No existen indicios de que D4R tenga propiedades de recompensa por sí mismo 
(Koffarnus et al., 2012; Wolley et al., 2008), tal y como se muestra en este trabajo. Sin 
embargo, otros autores sugieren que este receptor puede influir sobre el desarrollo de PLC 
inducido por anfetamina y metanfetamina (Thanos et al., 2010). En este trabajo se ha 
demostrado la existencia de un efecto de D4R sobre el desarrollo de PLC provocada por 
morfina. Cuando el agonista PD168,077 se coadministra junto con morfina se eliminan las 
propiedades de refuerzo de esta sustancia de abuso.  
El desarrollo de PLC por morfina depende de la presencia de MOR en las neuronas 
GABAérgicas de los estriosomas que proyectan a SNc (Cui et al., 2014). En estas células 
también se expresa D4R (Rivera et al, 2002, 2003), por lo que su papel en el bloqueo de la PLC 
a morfina podría estar relacionado con una interacción de ambos receptores precisamente en 
las neuronas de proyección del estriado.  
La influencia de D4R sobre el síndrome de abstinencia sigue en duda (Di Ciano et al., 
2014). Según los trabajos de Mamiya y colaboradores (2004) el antagonista L745,870 es capaz 
de bloquear el aumento de AMPc que se produce en las ratas tratadas crónicamente con 
morfina tras la administración de naloxona, además de disminuir algunos de los síntomas 
cuantitativos del síndrome de abstinencia. Por el contrario, según los resultados de este 
trabajo, la estimulación con el agonista PD168,077 elimina los síntomas cuantitativos y 
cualitativos del síndrome de abstinencia generado por la administración crónica de morfina. Las 
diferencias en los resultados pueden deberse a la gran variedad de regiones implicadas en el 
desarrollo de la dependencia a la morfina. No sólo interviene el sistema mesolímbico y 
nigroestriatal, sino también el LC, la PAG (Koob et al., 1992), la amígdala, el hipocampo y el 
núcleo del lecho de la estría terminal (revisado por Williams et al., 2001). Por lo que a su vez, 
gran cantidad de receptores y vías intracelulares estarán implicadas en estos procesos. Sin 
embargo ambos resultados indican una fuerte influencia de D4R en los fenómenos de 
dependencia física de la morfina.  
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Discusión 
La presente tesis doctoral se centra en el estudio de la modulación del receptor MOR por 
D4R, así como las consecuencias de dicha modulación sobre las propiedades adictivas de la 
morfina. Los resultados previos del grupo de investigación han demostrado que existe una 
interacción funcional entre ambos receptores en la vía dopaminérgica nigroestriatal 
(Gago et al., 2007, 2011, 2013; Suárez-Boomgaard et al., 2014; Rivera et al., 2015). La 
activación de D4R bloquea muchos de los efectos celulares y moleculares inducidos por el 
tratamiento agudo y crónico de morfina, pero sin afectar sus propiedades analgésicas (Suárez-
Boomgaard, 2012). La vía nigroestriatal está implicada, entre otras funciones, en el aprendizaje 
y adquisición de hábitos adictivos. El estudio de la interacción funcional entre D4R y MOR en 
esta vía es interesante para el desarrollo futuro de una estrategia farmacológica que permita la 
administración segura de morfina para el tratamiento del dolor sin que se produzcan los efectos 
adictivos. 
1. Naturaleza de la interacción entre los receptores µ opioide y D4 
Los estudios previos demuestran la colocalización de MOR y D4R en los estriosomas del 
CPu y en la SNr (Rivera et al., 2002, 2003). En ambas regiones la activación de D4R modifica 
las características farmacológicas de MOR (Rivera et al., 2015). Gracias a estos resultados se 
ha propuesto que la interacción entre MOR y D4R ocurre por la formación de un heterodímero 
(Fuxe et al., 2008; Rivera et al., 2015; Suárez-Boomgaard et al., 2014), como se ha descrito 
para otros GPCR en el Sistema Nervioso Central (Fuxe et al., 2008; Borroto-Escuela et al., 
2014; Franco y Franco, 2014). Los experimentos de coinmunoprecipitación indican que MOR y 
D4R pueden formar heterodímeros en células HEK293T cotransfectadas con ambos receptores. 
Recientemente estos resultados se han confirmado en una línea de células neuronales 
(Douchou et al., 2015). También se ha demostrado mediante BRET que ambos receptores se 
encuentran a una distancia menor de 10 nm, indicando que se produce una asociación directa 
entre ellos (Douchou et al., 2015).  
En el futuro se tendrá que demostrar si existen heterodímeros MOR/D4R funcionales en los 
estriosomas del CPu y en la SNr, así como determinar el tipo de interacción que establecen en 
cada una de estas regiones para influir en la vía dopaminérgica nigroestriatal. 
2. Regulación del receptor µ opioide por el receptor dopaminérgico D4 
Los experimentos in vitro de autorradiografía cuantitativa y funcional demuestran que la 
estimulación de D4R altera las características farmacológicas de MOR, aunque de manera 
diferente en los estriosomas del CPu y en la SNr (Rivera et al., 2015). En los estriosomas la 
activación de D4R disminuye la densidad de MOR y su acople a la proteína Gi/o, y además 
modifica el tráfico del receptor y su síntesis/degradación (Gago et al., 2007; resultados 
propios). Por el contrario, en la SNr el D4R reduce la afinidad de MOR (Rivera et al., 2015). En 
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cualquiera de los casos D4R produce la desensibilización de MOR. Las diferencias en la 
interacción MOR/D4R en los estriosomas y en la SNr pueden deberse a la existencia de 
variaciones en los tipos de heterodímeros (Fuxe et al., 2014).  
La morfina produce la sensibilización de MOR en los estriosomas del CPu desde fases 
muy tempranas del consumo, relacionándose con algunas respuestas conductuales inducidas 
por esta droga y la recaída en el consumo (Vìgano et al., 2003). La sensibilización se 
caracteriza por un aumento de la densidad del receptor y de su señalización (Gago et al., 2013; 
Suárez-Boomgaard et al., 2014; resultados propios). La coadministración de un agonista de 
D4R junto a morfina es capaz de prevenir la sensibilización de MOR, lo que sugiere la 
atenuación de los efectos adictivos de la morfina.  
3. Consecuencias de la interacción de los receptores µ opioides y D4 en 
la vía dopaminérgica nigroestriatal en la adicción a morfina 
La activación de la vía dopaminérgica mesolímbica representa el sustrato neurobiológico 
común para los efectos placenteros y de refuerzo de las drogas, incluida la morfina 
(Badiani et al., 2011; Di Chiara e Imperanto, 1988; Nestler, 2012). El consumo de drogas 
también produce la activación de la vía dopaminérgica nigroestriatal por un incremento de 
liberación de dopamina en el CPu (Di Chiara e Imperanto, 1988). Esta activación promueve la 
aparición de estereotipas (Morelli et al., 1989) y el aprendizaje de hábitos asociados a las 
drogas (Belin et al., 2009), además de contribuir a los refuerzos positivos (Wise, 2009). 
Hasta la fecha se han descrito numerosas neuroadaptaciones moleculares y celulares 
debido al consumo continuado de morfina (Russo et al., 2009). Entre las adaptaciones 
moleculares destacan los cambios en la expresión de factores de transcripción, que a su vez 
regulan la expresión de proteínas implicadas en múltiples procesos celulares (Nestler, 2012). 
También se producen cambios adaptativos que afectan a los receptores opioides y 
dopaminérgicos, así como sus vías de señalización intracelular (Nestler, 2012). Como se ha 
dicho antes, se ha observado una regulación al alza de MOR en el estriado que se ha 
relacionado con un proceso de sensibilización a morfina (Suárez-Boomgaard et al., 2014). 
Las alteraciones moleculares que se producen contribuyen a los cambios estructurales en 
las neuronas dopaminérgicas y remodelado de las sinapsis en las áreas de proyección, 
provocando cambios permanentes en los circuitos neuronales (Russo et al., 2009). La 
administración crónica de morfina induce una disminución del tamaño de las neuronas 
dopaminérgicas, hecho que se ha relacionado con un incremento de la excitabilidad neuronal 
debido a cambios en la expresión de canales de potasio, que a su vez afecta a las 
proyecciones dopaminérgicas (Mazei-Robison et al., 2011).  
Se ha demostrado que la administración de un agonista de D4R al mismo tiempo que la 
morfina restablece los niveles estriatales de dopamina y sus metabolitos (Rivera et al., 2015), 
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además de evitar las neuroadaptaciones que la morfina induce en el sistema dopaminérgico 
nigroestriatal, que consisten principalmente en la regulación al alza de tiroxina hidroxilasa (TH) 
y del transportador de dopamina (DAT). También contrarresta los cambios morfológicos que se 
producen en las neuronas dopaminérgicas y que posiblemente afectan a su tasa de disparo 
(Rivera et al., 2015). El efecto de bloqueo de D4R también tiene como consecuencia el 
restablecimiento de los niveles de expresión de factores de transcripción que son críticos en el 
proceso adictivo (c-Fos, ∆FosB y CREB) (Gago et al., 2011, 2013) y evita los cambios plásticos 
que sufren las neuronas de proyección del estriado (Suáres-Boomgaard, 2012). Todos estos 
resultados confirman la interacción funcional entre D4R y MOR en la vía dopaminérgica 
nigroestriatal, de modo que D4R funcionaría como un mecanismo de regulación para el 
mantenimiento del tono dopaminérgico normal en el estriado. 
En este trabajo se han obtenido resultados interesantes que demuestran que D4R puede 
influir sobre la expresión de los canales de potasio GIRK1 y GIRK2, así como sobre la proteína 
RGS12, que también está implicada en la regulación de la excitabilidad neuronal (Lüscher y 
Slesinger, 2010; Richman et al., 2005). En líneas generales, se ha observado que la activación 
de D4R restablece los niveles de expresión de GIRK1 en las neuronas GABAérgicas del CPu y 
de RGS12 en las neuronas GABAérgicas del CPu y la SNr, que se incrementan debido a la 
morfina. Es decir, el D4R podría contribuir a que la excitabilidad intrínseca de las neuronas 
GABAérgicas se mantenga y por consiguiente la inhibición tónica sobre las neuronas 
dopaminérgicas de SNc (Fujiyama et al., 2011; Watabe-Uchida et al., 2012). También se ha 
observado que D4R incrementa la expresión de GIRK1/2 en las neuronas dopaminérgicas de 
SNc, lo que sugiere que se incrementa la hiperpolarización de estas células y por tanto 
disminuye la liberación de dopamina (Di Chiara e Imperanto, 1988). En el futuro, se tendrán 
que hacer estudios electrofisiológicos que confirmen estos resultados.  
Los experimentos de microarrays han demostrado que la activación de D4R durante el 
tratamiento con morfina induce la expresión de una gran variedad de genes. Es decir, D4R no 
sólo estaría involucrado en el bloqueo de la sensibilización de MOR y de la activación de la vía 
nigroestriatal, sino que también influiría sobre otras vías de señalización y procesos celulares. 
Entre ellos destacan genes relacionados con cambios morfológicos, reorganización de las 
conexiones neuronales, factores neurotróficos, etc. Aún quedan por determinar las 
consecuencias de la activación de estos genes.  
4. Implicaciones en el comportamiento 
Como se ha comentado antes, el consumo repetido de morfina induce cambios 
adaptativos muy estables en las neuronas y sus conexiones que determinan el desarrollo de 
tolerancia a sus efectos analgésicos, dependencia, sensibilización y adicción (Hyman et al., 
2006).  
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La capacidad de D4R de mantener los niveles tónicos de dopamina en la vía 
nigroestriatal en presencia de morfina sugiere que este receptor puede bloquear el 
comportamiento asociado al consumo de la droga. La administración de un agonista D4R 
previene el desarrollo de preferencia de lugar condicionada por morfina, bloquea la 
hiperlocomoción (Rivera et al., 2015,) y atenúa el síndrome de abstinencia, sin afectar sus 
propiedades analgésicas (Rivera et al., 2015). Es decir, el D4R evita la aparición de tres efectos 
adictivos de la morfina: refuerzo, sensibilización y dependencia.  
El estudio de las acciones de bloqueo de D4R sobre las propiedades adictivas de la 
morfina abre nuevas posibilidades al desarrollo de una terapia farmacológica combinada para 
el tratamiento del dolor de forma segura. Además, la capacidad de bloqueo de D4R sobre las 
acciones mediadas por la morfina sugiere que este receptor dopaminérgico puede ser uno de 
los factores de vulnerabilidad al desarrollo de adicciones.  
En resumen, los resultados de este trabajo indican que la interacción funcional de MOR y 
D4R probablemente se debe a que ambos receptores conforman un heterodímero. Cuando 
ambos receptores se activan el D4R altera la respuesta de MOR a la morfina, promoviendo su 
desensibilización y activando cascadas de señalización diferentes a las que se activan cuando 
ambos receptores se estimulan de manera independiente e influyendo de manera única en la 
expresión génica. Gracias a dicha interacción también se mantienen los niveles tónicos de 
dopamina en la vía nigrioestriatal, lo que evita el desarrollo de la conducta adictiva. Estos 
hallazgos podrían contribuir al desarrollo de una estrategia para el diseño de un fármaco que 
reduzca las propiedades adictivas de la morfina sin alterar su capacidad analgésica.  
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1. Se ha demostrado por primera vez que los receptores µ opioides y dopaminérgicos D4 
coinmunoprecipitan en la línea celular HEK293T, por lo que ambos receptores podrían 
formar heterodímeros en las regiones cerebrales donde colocalizan. La formación de 
heterodímeros MOR/D4R sería independiente de las repeticiones en tándem de número 
variable del tercer lazo intracelular del receptor dopaminérgico D4 y de la estimulación o 
bloqueo de los receptores con ligandos.  
2. El receptor dopaminérgico D4 produce la desensibilización del receptor µ opioide 
modificando sus características farmacológicas, su señalización a través de las 
proteínas Gi/0 y su tráfico intracelular. In vivo, el receptor dopaminérgico D4 evita la 
sensibilización del receptor µ opiode producida por el tratamiento agudo y crónico con 
morfina en los estriosomas del CPu.  
3. Se ha puesto de manifiesto que el cotratamiento agudo con morfina y el agonista del 
receptor D4 produce la sobreexpresión de una gran variedad de genes en el CPu, 
sugiriendo que el receptor D4 contrarresta los efectos de la morfina por múltiples 
mecanismos. 
4. La administración aguda de morfina y el agonista del receptor D4 modifica la expresión 
de GIRK1/2 y RGS12 en el CPu y la SN. Los cambios inducidos por la morfina en estas 
proteínas, podrían contribuir al aumento de la tasa de disparo de las neuronas 
dopaminérgicas, mientras que los producidos por el cotratamiento con el agonista del 
receptor D4 podrían favorecer el restablecimiento de la función de estas neuronas.  
5. La activación del receptor dopaminérgico D4 bloquea las propiedades de recompensa 
de la morfina y los síntomas somáticos del síndrome de abstinencia. 
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Apéndice 
A. Cultivo celular 
1. Medios para cultivo celular 
Medios para el cultivo, siembra y ensayos con las células HEK293T 
 10 % de FCS 2 % de FCS  SFM 
Medio DMEM (Gibco-Invitrogen) 887 ml 967 ml 987 ml 
Suero fetal bovino (FCS) (Sigma-Aldrich) 100 ml 100 ml 100 ml 
L-glutamina 200 mM (Sigma-Aldrich) 10 ml 10 ml 10 ml 
Penicilina/estreptomicina (Sigma-Aldrich) 3 ml 3 ml 3 ml 
Componentes de los medios utilizados en cultivo celular. Se detallan las cantidades para preparar un volumen total 
de 1 l. Abreviaturas: suero fetal bovino, FCS (Fetal calf serum); medio libre de suero, SFM (serum free medium). 
Nota: Pasado un mes la L-Glutamina se degrada, por lo que es importante tener en cuenta la fecha en la 
que se añade al medio de cultivo y en el caso de haberse superado el tiempo añadir más. 
2. Subcultivo de células 
Para células cultivadas en un frasco de cultivo mediano (Falcon®) (ver Tabla 1): 
- Retirar el medio de cultivo con una pipeta Pasteur estéril acoplada a una bomba de vacío, 
con cuidado de no tocar la capa de células adheridas a la superficie del frasco.  
- Añaden 5 ml de 1x-tripsina/EDTA (Sigma-Aldrich) y dar golpes suaves al frasco de cultivo 
con la mano. 
- Tras comprobar que las células se han despegado en un microscopio invertido, agregar 5 ml 
de DMEM fresco para neutralizar la tripsina/EDTA. 
- Tomar 1 ml (de los 10 ml) y pasarlo a un frasco de cultivo con medio nuevo (1:10).  
- Pasar el volumen restante a un falcon de 15 ml y centrifugar a 900 rpm durante 5 minutos. 
- Retira el sobrenadante cuidadosamente y resuspender el pellet en 10 ml de DMEM 
suplementado con 10 % FCS. 
Recipiente Superficie 1x-Tripsina/EDTA DMEM con 10% FCS 
Frasco pequeño 25 cm2 2 ml 10 ml 
Frasco mediano 75 cm2 5 ml 25 ml 
Frasco grande 175 cm2 10 ml 50 ml 
Tabla 1.  Volumen de medio DMEM y tripsina EDTA que se debe añadir de acuerdo al tamaño de recipiente en el que 
se subcultivan las células. 
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3. Cálculo de número de células iniciales y siembra de las células 
- Añadir 20 µl de la suspensión celular a 180 µl de azul tripán (Sigma-Aldrich) y mezclar con 
ayuda de un vortex. 
- Añadir 10 µl de la mezcla a la cámara Neubauer modificada. 
- Observar en un microscopio invertido y comprobar que el azul tripán rodea a cada célula y 
no está dentro de las mismas (indicativo de que las células están vivas).  
- Contar las células en 5 cuadrantes y estimar la densidad celular mediante la fórmula.  
 
N se corresponde con el número de células contadas en los 5 cuadrantes.  
- Diluir las células en la cantidad apropiada de DMEM con 10 % de FCS. 
- Transferir mezcla al recipiente idóneo (Tabla 2). 
Recipiente Superficie  DMEM al 10 %de FCS Nº de células  Tipo de ensayo 
Placa de 10 cm de 
diámetro 58 cm
2 10 ml 2.5 x106 Coinmunoprecipitación 
Placa de 6 pocillos 
con cubreobjetos* 9.6 cm
2 3 ml 100,000 Experimentos de internalización 
Tabla 2. Recipientes utilizados para cultivar las células. Se muestra el número de células inicial para cada tipo de 
cultivo y la cantidad de medio en el que crecen. * Se utilizan cubreobjetos tratados con alcohol alcalino (Apéndice A-4) 
4. Tratamiento de cubreobjetos con alcohol alcalino 
- Añadir 8 g de KOH (Sigma-Aldrich) en 250 ml de etanol y filtrar con papel de filtro para 
obtener alcohol alcalino. 
- Introducir los cubreobjetos en el alcohol alcalino y hervir durante 10 minutos en un vaso de 
precipitado (2 l). Separar los cubreobjetos con una pipeta de vidrio. 
- Después de hervir, esperar hasta que se enfríe (10 minutos) y sonicar durante 5 minutos. 
- Lavar 7 veces con agua destilada sonicando durante 3 minutos entre cada lavado. 
- Lavar dos veces con etanol al 70 %, sonicando entre lavado y lavado durante 3 minutos. 
- Lavar con etanol al 100 % y sonicar durante 3 minutos. 
- Pasar los cubreobjetos a un papel de filtro con unas pinzas para que se sequen durante 
toda la noche.   
N 
x 10 x 104 ml = nº de células ml–1  
5 
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B. Cultivo de bacterias 
1. Transformación de bacterias  
- Diluir plásmidos de cDNA a una concentración de 100 ng µl–1 y añadir 1 µl de este cDNA a 
100 μl de células competentes de la cepa de E.coli DH5. 
- Mantener las células en hielo durante 20 minutos. 
- Incubar a 37 °C durante 5 minutos. 
- Colocar en hielo durante 20 minutos. 
- Añadir 900 μl de medio de cultivo LB (Luria Broth) (Apéndice B-2) y mantener en constante 
agitación durante 1 hora a 37 °C. 
- Sembrar las células en placas de Petri con LB-agar suplementado con antibiótico (ampicilina 
en este caso) (Apéndice B-3) e incubar durante toda la noche a 37 °C hasta obtener 
colonias de cultivo. 
- Seleccionar colonias e introducirlas en 3 ml de LB con antibiótico y dejar crecer durante 12 
horas a 37 °C. 
- Añadir los 3 ml de cultivo a 150 ml de LB con antibiótico y dejar en agitación constante 
durante toda la noche a 37 ºC. 
2. Medio de cultivo LB (Luria Broth)  
Bactotriptona (Sigma-Aldrich) 5  g 
Extracto de levadura (Sigma-Aldrich) 2.5 g 
NaCl (Sigma-Aldrich) 5 g 
Agua destilada Hasta 500 ml 
Autoclavar  
Nota: En el caso necesario añadir 500 μl de ampicilina 50 mg ml–1 en 500 ml de LB autoclavado y 
frío.  
3. Preparación de placas LB-agar con ampicilina 
Bactotriptona (Sigma-Aldrich) 5  g 
Extracto de levadura (Sigma-Aldrich) 2.5 g 
NaCl (Sigma-Aldrich) 5 g 
Agar-agar (Sigma-Aldrich) 7.5 g 
Agua destilada Hasta 500 ml 
Autoclavar  
Cuando el medio tenga una temperatura inferior a 50 °C añadir 500 μl de ampicilina (50 mg 
ml–1) (Sigma-Aldrich). Verter sobre placas de petri y dejar solidificar en campana extractora 
durante 30 minutos. 
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C. Transfecciones transitorias con polietilenimina 
1. Protocolo de transfección 
Se parte de células sembradas 24 horas antes en placas de 10 cm de diámetro (Apéndice 
A-3). 
- Reemplazar el medio de cultivo por 9 ml de DMEM suplementado con 2 % de FCS 
(Apéndice A-1). 
- Preparar la mezcla de transfección añadiendo 500 μl de solución de plásmido (Apéndice 
C-2) a 500 μl de solución de polietilenimina (Apéndice C-3) y mezclar durante 10 s con 
el vórtex. 
- Incubar durante 10 minutos y añadir la mezcla de transfección gota a gota a la placa de 
cultivo e incubar durante 6 horas en un incubador a 37 °C a una atmósfera saturada de 
humedad y 5 % de CO2. 
- Reemplazar la mezcla por 10 ml de DMEM suplementado con 10 % de FCS (Apéndice 
A-1). 
2. Solución plásmido: SFM (1:50)  
Por cada placa de 10 cm de diámetro: 
-10 µl de plásmido a transfectar (1 µg µl–1) + 490 µl de SFM  
Los 10 μl de ADN pueden corresponder a: 
- Plásmido con la proteína de fusión A (5 μl) + plásmido vacío (5 μl). 
- Plásmido con la proteína de fusión B (5 μl) + plásmido vacío (5 μl). 
- Plásmido con la proteína de fusión A (5 μl) + plásmido con la proteína de fusión B (5 μl). 
3. Solución de polietilenimina: SFM (1:20)  
Por cada placa de 10 cm de diámetro: 
25 µl de polietilenimina (1 µg µl-1; Sigma-Aldrich) + 475 µl de SFM  
D. Transfecciones transitorias con fosfato cálcico 
1. Protocolo de transfección 
Se parte de células sembradas el día anterior sobre cubreobjetos tratados con alcohol 
alcalino en placas de 6 pocillos. 
- Reemplazar el medio de cultivo por 1.8 ml de DMEM fresco suplementado con 10 % de FCS 
(Apéndice A-1). 
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- Añadir gota a gota 100 μl de la solución de plásmido, TE 0.1x y CaCl2/HEPES (Apéndice D-
 2) a 100 μl de tampón 2x BS/HEPES (Apéndice D-6), y mezclar burbujeando suavemente 
con la pipeta.  
- Añadir la mezcla de transfección gota a gota a cada pocillo e incubar durante 6 horas en la 
estufa a 37 °C, en una atmósfera saturada de humedad y 5 % de CO2. 
- Reemplazar la mezcla por 3 ml de DMEM suplementado con 10 % de FCS (Apéndice A-1). 
2. Solución de plásmido: CaCl2/HEPES: TE 0.1x (2:20:100)  
2 μl de ADN (1 μg μl–1) + 20 μl de CaCl2/HEPES (Apéndice D-3.2) + 78 μl de TE 0.1X 
(Apéndice D-3.3). 
Los 2 μl de ADN pueden corresponder a: 
- 1 μl del plásmido con la proteína de fusión A + 1 μl del plásmido vacío. 
- 1 μl del plásmido con la proteína de fusión B + 1 μl del plásmido vacío. 
- 1 μl del plásmido con la proteína de fusión A + 1 μl del plásmido con la proteína de 
fusión B. 
Nota: volumen por cada pocillo (de placas de 6 pocillos) a transfectar 
3. Tampones y soluciones generales para transfección con fosfato cálcico 
3.1. Tampón BS/HEPES 2 x, pH 7.05 
HEPES (Gibco-Invitrogen) 300 mg 
NaCl (Sigma-Aldrich) 800 mg 
KCl (Sigma-Aldrich) 37 mg 
Na2HPO4·12H2O (Sigma-Aldrich) 25 mg 
Dextrosa (Sigma-Aldrich) 100 mg 
Agua bidestilada  Hasta 50 ml 
Ajustar pH con NaOH   
3.2. Tampón Cloruro de Calcio/HEPES 1.25 M, pH 7.05 
HEPES (Gibco-Invitrogen) 1.5 g 
CaCl2 (Sigma-Aldrich) 9.19 g 
Agua bidestilada Hasta 50 ml 
Ajustar pH  a 7.05   
3.3. Tampón tripsina/EDTA (TE) 0.1 x, pH 8 
Tris 1 M, pH 7.5 (Apéndice J-2) 50 µl 
EDTA 0.5 M ( Apéndice D-3.4) 10 µl 
Agua bidestilada  Hasta 50 ml 
Autoclavar  
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3.4. EDTA 0.5M 
EDTA (Amresco®) 93 g 
Agua bidestilada hasta 500 ml 
Autoclavar  
E. Coinmunoprecipitación 
1. Protocolo de extracción de proteínas 
Se parte de células transfectadas transitoriamente con los plásmidos correspondientes, en 
el microscopio de epifluorescencia se comprueba la presencia de GFP en las células 
transfectadas con esta proteína.  
- Poner las placas de petri en hielo, retirar el medio de cultivo y añadir 5 ml de PBSA frío 
(Apéndice E-2).  
- Retirar el PBSA y añadir nuevamente 5 ml del tampón a cada placa (hasta 3 veces). 
- Añadir 5 ml de PBSA frío y despegar las células con un raspador de cultivo (Cultek) para 
transferirlas a un falcon de 15 ml. 
- Centrifugar a 900 g durante 5 min a 4°C. 
- Retirar el sobrenadante y almacenar el pellet durante al menos 1 hora a –70 °C. 
- Poner las muestras en hielo y transferir a eppendorf nuevos para añadir 400 µl tampón RIPA 
fresco (Apéndice E-3). 
- Incubar en rotación durante 1 hora a 4 °C. 
- Centrifugar a 8,000 g durante 10 minutos a 4 °C. 
- Recuperar el sobrenadante. Transferir 360 µl a un eppendorf (para inmunoprecipitar) y 
almacenar los 40 µl restantes a 4 °C (reservados como control de expresión de proteínas de 
fusión transfectadas. 
2. Tampón Fosfato salino PBSA  
Na2HPO4 (Sigma-Aldrich) 1.43 g 
KH2PO4 (Sigma-Aldrich) 0.24 g 
NaCl (Sigma-Aldrich) 8.17 g  
KCl  (Merck) 0.2 g 
Agua bidestilada  Hasta 1 litro 
Ajustar el pH a 7.3  
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3. Tampón de radio-inmunoprecipitación RIPA  
Tris-HCl 1M, pH 7.5 (Apéndice J-2) 2.5 ml  
NaCl 5 M (Apéndice A-4.3) 2.5 ml 
Nonidet P-40 (Sigma-Aldrich) 0.5 g 
SDS 10% (Apéndice J-3) 0.5 ml 
DOC (deoxycholic acid sodium salt; ACROS ORGANICS) 0.25 g 
Agua bidestilada  Hasta 50 ml 
Nota: siempre preparar fresco y añadir una tableta de inhibidores de proteasas por cada 50 ml. 
4. Inmunoprecipitación de receptores fusionados a HA 
Utilizar las muestras de extractos proteicos de 360 µl reservadas para inmunoprecipitación:  
- Añadir 2 µl de anticuerpo anti-HA.11 (16B12) a cada muestra. 
- Incubar en constante movimiento durante 4 h a 4 °C. 
- Aproximadamente 1 h antes de que termine la incubación preparar la proteína A diluida en 
RIPA (Apéndice E-4.1). 
- Añadir 35 µl de la proteína A diluida a cada muestra y dejar incubando en agitación durante 
toda la noche a 4 °C. 
- Al día siguiente centrifugar las muestras a 1,000 rpm durante 1 minuto a temperatura 
ambiente, descartar el sobrenadante. 
- Añadir 1 ml de RIPA, centrifugar a 1,000 rpm durante 1 minuto a temperatura ambiente y 
descartar el sobrenadante. Repetir el proceso tres veces. 
- Conservar el pellet a 4 °C. 
4.1. Preparación de la proteína A  
La proteína A está diluida en alcohol, por lo tanto es muy importante hacer lavados que lo 
eliminen por completo. Para ello se debe seguir el procedimiento que se describe a 
continuación: 
- Calcular la cantidad aproximada que se va a utilizar (20 µl por muestra, siempre se hacen 
los cálculos para una muestra más) y coger volumen en exceso.  
- Centrifugar a 1,000 rpm durante 1 minuto a 4 °C. 
- Comparar el volumen del pellet con un eppendorf que contenga un volumen exacto de 140 
µl. Si no es suficiente, añadir más proteína A y volver a centrifugar a 1,000 rpm durante 1 
minuto a 4 °C. Repetir el proceso hasta conseguir el volumen deseado. 
- Añadir 1 ml de RIPA (Apéndice E-3) para lavar. Centrifugar a 1,000 rpm durante 1 min a 
4 °C y descartar el sobrenadante. Repetir tres veces. 
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- Mezclar 140 µl de proteína A y 210 µl de RIPA (dilución 2:3) pipeteando cuidadosamente. 
5. Inmunoprecipitación de receptores fusionados a Flag 
El producto Flag Beads Red-anti flag M2 affinity gel (Sigma-Aldrich) contienen el anticuerpo 
acoplado a las esferas de inmunoprecipitación. 
- Calcular la cantidad aproximada que se va a utilizar (15 µl por muestra, siempre se hacen 
los cálculos para una muestra más) y coger volumen en exceso.  
- Centrifugar a 1,000 rpm durante 1 minuto a 4 °C. 
- Comparar el volumen del pellet con un eppendorf que contenga un volumen exacto de 105 
µl. Si no es suficiente, añadir más anti-Flag acoplado a esferas y volver a centrifugar a 1,000 
rpm durante 1 minuto a 4 °C. Repetir el proceso hasta conseguir el volumen deseado. 
- Añadir 1 ml de RIPA (Apéndice E-3) para lavar. Centrifugar a 1,000 rpm durante 1 min a 
4 °C y descartar el sobrenadante. Repetir tres veces. 
- Mezclar 105 µl de anti-Flag acoplado a esferas de inmunoprecipitación y 175 µl de RIPA 
(dilución 3:5) pipeteando cuidadosamente. 
- Añadir 25 µl de la mezcla a cada muestra de extracto de proteínas de 360 µl. 
- Incubar en agitación durante 3 horas a 4 °C. 
- Añadir 1 ml de RIPA y centrifugar a 1,000 rpm durante 1 min a 4 °C. Descartar el 
sobrenadante y repetir el proceso tres veces. 
- Conservar el pellet a 4 °C. 
6. Preparación de las muestras para electroforesis en gel de acrilamida en 
condiciones desnaturalizantes (SDS-PAGE) 
Para las muestras inmunoprecipitadas:  
Se añaden 40 µl de Laemmli 4x (Apéndice E-6.1) + 2.5 µl de DTT 1 M por muestra. 
Para los controles de expresión:  
Se añaden 10 µl de Laemmli 5x (Apéndice E-6.2) + 1.5 µl de DTT 1 M por muestra. 
Posteriormente se desnaturalizan durante 10 min a 37 °C (mutantes D4.0) o a 95 °C. 
6.1. Tampón Laemmli 4 x (para inmunoprecipitados) 
Tris-HCl 1 M, pH 6,8 (Apéndice J-2) 3.1 ml  
SDS 10 % (Apéndice J-3) 20 ml 
Glicerol (Sigma-Aldrich) 10 ml 
Azul de Bromofenol (BDH Chemicals Ltd) 0.5 ml 
Agua bidestilada  Hasta 50 ml 
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6.2. Tampón Laemmli 5x 
Tris-HCl 1 M, pH 6,8 (Apéndice J-2) 7.75 ml  
SDS 10 % (Apéndice J-3) 25 ml 
Glicerol (Sigma-Aldrich) 20 ml 
Azul de Bromofenol (BDH Chemicals Ltd) 1.25 ml 
Agua bidestilada  Hasta 50 ml 
7. Soluciones para electroforesis en gel de poliacrilamida, transferencia de 
proteínas e inmunodetección 
7.1. Gel separador al 10 % de acrilamida (2 geles) 
Agua bidestilada 4.7 ml  
Acrilamida 37.5 % (SERVE) 2.6 ml 
Tris-HCl 1.5 M, pH 8.8 (Apéndice J-1) 2.5 ml 
SDS 10 % (Apéndice J-3) 100 μl 
Amonio Persulfato 10 % (Sigma-Aldrich) 100 μl 
TEMED (BioRad) 10 μl  
Colocar un cristal de vidrio con separador de 1 mm de grosor junto a un cristal tapa en 
posición vertical haciendo uso de un soporte base y armazón. Mezclar siguiendo el orden que 
se detalla en apéndice y añadir rápidamente evitando la formación de burbujas dentro de los 
cristales. Dejar  polimerizar al menos 45 minutos. 
7.2. Gel concentrador al 4 % de acrilamida (2 geles) 
Agua bidestilada 3 ml  
Acrilamida 37.5 % (SERVE) 625 μl 
Tris-HCl 0.5 M, pH 6.8 (Apéndice J-2) 1.26 ml 
SDS 10 % (Apéndice J-3) 50 μl 
Amonio Persulfato 10 % (Apéndice E-6.1) 50 μl 
TEMED (BioRad) 5 μl  
Una vez polimerizado el gel separador, añadir la mezcla de gel concentrador que se 
detalla y colocar un peine con capacidad de 10 pocillos del mismo grosor que los cristales 
separadores. Dejar polimerizar durante 15 minutos. 
7.3. Amonio persulfato al 10% 
Amonio persulfato (Sigma-Aldrich) 10 g  
Agua destilada 100 ml 
Nota: alicuotar y almacenar a –20 °C 
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7.4. Tampón de electroforesis 1x, pH 8,3 
Tris (Amresco®) 3 g  
Glicina (Merck) 14.4 g 
SDS (Sigma-Aldrich) 1 g 
Agua bidestilada Hasta 1 l 
Ajustar el pH a 8,3  
7.5. Tampón de transferencia 
Tris (Amresco®) 3.03 g  
Glicina (Merck) 14.4 g 
Metanol (Panreac Química S.L.U.) 200 ml 
Agua bidestilada Hasta 800 ml 
7.6. Tampón TBS 1x, pH 7.6 
Tris (Amresco®) 2.4 g 
NaCl (Sigma-Aldrich) 8 g 
Agua bidestilada  Hasta 1 l 
Ajustar el pH a 7.6  
7.7. Tampón TBS-T al 5 % de leche desnatada en polvo 
2.5 g de leche desnatada en polvo en 50 ml de TBS 1x (Apéndice E-7.8) 
7.8. Tampón TBS-T 1x  
500 µl de Tween- 20 (Panreac Química S.L.U.) en 1 l de TBS 1x. 
7.9. Tampón TBS-T al 5 % de leche desnatada en polvo y 0.1% de azida sódica  
100 µl de Azida sódica al 5 % en 5 ml de TBS-T 
7.10. Tampón de eliminación de anticuerpos de la membrana (Stripping) 
β-mercaptoetanol 14.3 M (Sigma-Aldrich) 170 μl  
Tris-HCl 1 M, pH 6.8 (Apéndice J-2) 1.56 ml 
SDS 10% (Apéndice J-3) 5 ml 
Agua destilada Hasta 25 ml  
F. Inmunocitoquímica fluorescente de membrana 
1. DMEM con HEPES al 0.01 % (diluyente de anticuerpos primarios) 
500 μl de HEPES al 1 % (Apéndice F-6.1) en 50 ml de SFM (Apéndice A-1) 
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2. Solución fijadora (1 ml/ pocillo) 
Formaldehído 37 % (Panreac) 2 ml  
NaCl 5M (Apéndice F-6.2) 0.6 ml 
Tampón fosfato sódico 0.1 M pH 7.4 (Apéndice F-6.3) 2 ml 
Agua bidestilada  Hasta 20 ml 
3. Tampón de lavado, pH 7.2 
NaCl (Sigma-Aldrich) 8 g  
Tris (Amresco®) 3 g 
KCl (Sigma-Aldrich) 0.2 g 
CaCl2-2H2O (Sigma-Aldrich) 0.15g 
Agua bidestilada  Hasta 1 l  
Ajustar el pH a 7.2  
4. Tampón Blotto-Tx (100 µl/ cubreobjeto)  
50 µl de 10% Tritón x-100 (Apéndice F-6.4) en 5 ml de Blotto (Apéndice F-5).  
5. Tampón Blotto, pH 7.5 (diluyente de anticuerpos secundarios) 
Leche desnatada en polvo 0.3 g  
CaCl2 1 M (Apéndice F-10) 0.1 ml 
Tris-HCl 1 M, pH 7,5 (Apéndice J-2) 0.5 ml 
Agua bidestilada  Hasta 10 ml 
6. Soluciones y tampones generales para inmunofluorescencia 
6.1. Solución de HEPES al 1% 
1 g de HEPES (Gibco-Invitrogen) en 100 ml de DMEM (Gibco-Invitrogen). 
6.2. Solución de cloruro de sodio 5M 
NaCl (Sigma-Aldrich) 146.1 g 
Agua bidestilada  Hasta 500 ml 
6.3. Tampón fosfato sódico 0.1 M  
NaH2PO4 (Sigma-Aldrich) 2.12 g 
Na2PO4.7H2O (Sigma-Aldrich) 5.36 g 
Agua bidestilada  Hasta 100 ml 
6.4. Solución deTritón x-100 al 10% 
5 ml de Tritón x-100 (Sigma-Aldrich) en 50 ml de agua bidestilada. 
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6.5. Solución de cloruro de calcio 1M 
CaCl2 (Sigma-Aldrich) 5.55 g 
Agua bidestilada  Hasta 50 ml 
G. Autorradiografía de [3H]DAMGO  
1. Tampón de incubación pH 7.4 (Se incuba en coplin de 50 o 100 ml) 
Tris (Amresco®) 6.057  g  
Albúmina de suero bovino BSA (Sigma-Aldrich) 50 g 
Agua destilada Hasta 1 l 
Ajustar el pH a 7.4   
2. Solución de [3H]DAMGO 
Añadir 210 µl de una concentración determinada de [3H]DAMGO (Perkin-Elmer) a 1890 µl 
de tampón de incubación. 
3. Solución de [3H]DAMGO- Naloxona 
Añadir 120 µl de una concentración determinada de [3H]DAMGO (Perkin-Elmer) y 120 µl 
de naloxona 100 µM (Apéndice G-4) a 960 µl de tampón de incubación (Apéndice G-1). 
Se mide la radiactividad real de las diluciones de [3H]DAMGO para construir la curva de 
saturación. Para ello, se añade 50 μl de cada dilución a 5 ml de líquido de centelleo 
(Ecoscint H; Nacional Diagnostic) y se mide la radioactividad en un contador de centelleo 
(LS 6500, Beckman).  
Nota: el volumen de utilizado para incubar es de aproximadamente 400 µl por cada portaobjetos 
4. Solución de Naloxona 100 µM 
- Añadir 1.8 g de Naloxona (Tocris bioscience) a 50 µl de tampón de incubación para obtener 
un stock 100 mM. 
- Añadir 1 µl del stock 100 mM en 1 ml de tampón de incubación para obtener una solución a 
100 µM. 
5. Tampón de lavados pH 7.4 
Tris (Amresco®) 6.057  g  
Agua destilada Hasta 1 l 
Ajustar el pH a 7.4   
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H. Autorradiografía de [35S]GTPγS 
1. Tampón de ensayo BA 
Tris (Amresco®) 6.057  g  
MgCl2 (Alfa Aesar) 0.285 g 
NaCl 5M 20 μl 
EGTA 2 mM*  1 ml 
Agua destilada  Hasta 1 l 
Ajustar el pH a 7.4 
* 20,6 mg de EGTA (Prolabo) en 27 ml de agua bidestilada. Añadir NaOH para su total disolución. 
2. Solución GDP 2 mM  
35.5 mg de GDP en 40 ml de BA (Apéndice H-1).  
Nota: preparar en fresco.  
3. Tratamiento DAMGO  
0.8 μl de DAMGO 3 mM (Apéndice H-9) y 800 μl de mezcla vehículo (Apéndice H-4). 
4. Mezcla vehículo 
200 μl de [35S]-GTPγS 5.2 nM (Apéndice H-10) en 20 ml de BA (Apéndice H-1). 
5. Tampón de lavados pH 7.4 
Tris (Amresco®) 6.057  g  
Agua destilada Hasta 1 l 
Ajustar el pH a 7.4   
6. Tratamiento PD168,077   
80 μl de A, B o C  (Apéndice G-11) en 720 μl de mezcla vehículo (Apéndice G-4). 
7. Tratamiento DAMGO-PD168,077   
0.8 μl de DAMGO 3 mM (Apéndice H-9) y 80 μl de A, B, C o D (Apéndice H-11) en 720 μl 
de mezcla vehículo (Apéndice H-4). 
8. Pretratamiento con PD168,077 
80 μl de B (Apéndice H-11)  en 720 μl de solución GDP 2 mM (Apéndice H-2) 
9. Stock de DAMGO 3 mM 
1.5 mg de DAMGO (Tocris Bioscience) en 1 ml de BA (Apéndice H-1).  
165 
 
Apéndice 
10. Solución Stock de [35S]GTPγS 5.2 nM  
0.5 μl de [35S]GTPγS 9.7 μM (Perkin-Elmer) en 1 ml de BA (Apéndice H-1). 
11. Soluciones de concentraciones de PD168,077  
- A: 4.5 μl de PD168,077 10 μM en 500 μl de mezcla  vehículo (Apendice H-4) para 
obtener PD168,077 90 nM 
- B: 45 μl de PD168,077 10 μM en 455 μl de  mezcla vehículo (Apendice H-4) para obtener 
PD168,077 900 nM 
- C: 90 μl de PD168,077 10 μM en 410 μl de mezcla vehículo (Apendice H-4) para obtener 
PD168,077 1800 nM. 
I. Inmunohistoquímica 
1. Fijación, crioprotección y conservación del tejido 
1.1 Solución fijadora: Paraformaldehído al 4% 
Paraformaldehido (Merk) 16  g  
Agua destilada  100 ml 
PB 0.4 M, pH 7.3 (Apéndice I-3.3) 100 ml 
Preparación (para 1 animal):  
- Calentar 100 ml de agua bidestilada a 60 ºC y disolver 16 g de paraformaldehído. Añadir 1 o 
2 gotas de NaOH al 2.5 % para su total disolución. 
- Filtrar y completar hasta 200 ml con agua bidestilada y dejar enfriar. 
- Añadir 200 ml de PB 0.2 M, pH 7.3. 
1.2 Sacarosa al 30% 
Sacarsosa (Panreac Química S.L.U.) 300  g  
Azida sódica al 5 % (Apéndice J-5) 4 ml  
PBS 0.1 M, pH 7.3 (Apéndice I-3.1) Hasta 1 l 
1.3 Solución para la conservación de las secciones de tejido 
Azida sódica al 5 % (Apéndice J-5) 4 ml  
PBS 0.1 M, pH 7.3 (Apéndice I-3.1) Hasta 1 l 
2. Diluyente de anticuerpos primarios y secundarios  
Azida sódica  5% (Apéndice J-5) 200 µl    
Tritón X-100 (Sigma-Aldrich) 20 µl 
PBS 0.1 M, pH 7.3 (Apéndice I-3.1) Hasta 10 ml  
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3. Soluciones y tampones generales para inmunohistoquímica 
3.1. Tampón fosfato salino (PBS) 0.1 M, pH 7.4  
NaCl (Sigma-Aldrich) 9  g  
PB 0.4 M pH 7.4 (Apéndice I-3.3) 250 ml 
Agua destilada  Hasta 1 l 
Ajustar el pH  
3.2. Tampón fosfato (PB) 0.2 M, pH 7.4  
PB 0.4 M pH 7.4 (Apéndice I-3.3) 500 g  
Agua destilada Hasta 1 l 
Ajustar el pH a 7.4  
3.3. Tampón fosfato (PB) 0.4 M, pH 7.4  
NaH2PO4-2H2O (Merk) 27.6  g  
Na2HPO4-2H2O (Merk) 106.8 g 
Agua destilada  Hasta 2 l 
Ajustar el pH a 7.4  
4. Protocolo para silanizar portaobjetos 
- Desengrasar los portaobjetos en una ácido acético glacial: mezcla de etanol (1:100) 
- Sumergir los portaobjetos en acetona (Sigma-Aldrich) durante 1 minuto. 
- Sumergir los portaobjetos en una mezcla de silano:acetona (1:50). 
- Lavar dos veces con agua destilada durante 1 minuto. 
- Dejar secar los portaobjetos durante 24 horas en una estufa a 37 °C. 
J. Tampones y soluciones generales  
1. Tampón Tris-HCl 1.5 M, pH 8.8 
Tris (Amresco®) 90.82 g 
Agua bidestilada  Hasta 500 ml 
Ajustar el pH con HCl  
2. Tampón Tris-HCl 1 M, pH 6.8 o pH 7.5  
Tris (Amresco®) 60.55 g 
Agua bidestilada  Hasta 500 ml 
Ajustar el pH  con HCl  
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3. Tampón Tris-HCl 0.5 M, pH 6.8 
Tris (Amresco®) 6 g 
 
 
Agua bidestilada 100 ml 
Ajustar el pH a 6.8  
4. Solución de SDS 10%  
50 g de SDS (Sigma-Aldrich) en 500 ml de agua bidestilada. 
5. Solución de azida sódica al 5% 
5 g de azida sódica (Sigma-Aldrich) en 100 ml de agua destilada. 
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Abbreviations 
AC, adenylate cyclase 
Acb, nucleus accumbens 
ADHD, attention deficit hyperactivity disorder 
Bmax, number of binding sites  
CaMK, calcium dependent kinases 
cAMP, cyclic adenosin monophosphate 
ChAT, choline acetyltranferase 
CPP, conditioned place preference 
CPu, caudate putamen 
CR, calretinin 
D(1-5)R, dopaminergic receptor (1-5) 
D4.xR, dopaminergic D4 receptor polymorphic 
variants 
DAG, diacyl-glycerol  
DMEM, Dulbecco´s Minimal essential Medium 
DMSO, dimethyl sulfoxide 
DOR, δ opioid receptor 
FC, fold-change 
FCS, Fetal Calf Serum 
GDP, guanosine-diphosphate 
GFP, green fluorescent protein 
GIRK, G protein-coupled inwardly-rectifying 
potassium channels 
GPCRs, G protein-coupled receptors 
GRKs, G protein-coupled receptor kinases 
GTP, guanosine-triphosphate 
HA, hemaglutinine 
IP3, inositol trisphosphate 
KOR, κ opioid receptor 
LC, locus coeruleos 
MAPK/ERK, mitogen-activated protein kinase/ 
extracellular signal regulated kinase 
MOR, μ opioid receptor 
OD, optical density 
ORL-1, nociceptin/orphanin FQ receptor 
PAG, periaqueductal gray 
PB, phosphate buffer 
PKA, protein kinase A 
PKC, protein kinase C 
PLCβ, phospholipase Cβ 
PV, parvalbumin 
RGS, regulator of G protein signaling 
SFM, serum free medium 
SN, substantia nigra 
SNc, substantia nigra pars compacta 
SNr, substantia nigra pars reticulata 
SS, somatostatin 
TH, tyrosine hydroxylase 
VNTR, variable number of tandem repeats 
VTA, ventral tegmental área 
YFP, yellow fluorescent protein 
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I. INTRODUCTION 
1. G protein-coupled receptors 
G protein-coupled receptors (GPCRs) represent the largest family of membrane receptors with 
approximately one thousand members encoded by the human genome (Fredriksson et al., 2003). All 
GPCRs have a monomeric structure with an N-terminal domain exposed to the extracellular space, seven 
transmembrane α-helix domains that cross the membrane separated by extracellular and intracellular 
loops, and a C-terminal domain in the intracellular space (Gether, 2000; Pierce et al. 2002). GPCRs are 
susceptible to post-translational modifications (Fig 1), which are crucial to determinate the characteristics 
of signaling, regulation and receptor trafficking (Marchese et al, 2008; Jia et al, 2014; Shenoy et al, 2001, 
2007). 
Upon binding of a ligand conformational changes of the GPCR take place, inducing the activation of 
a heteromeric G protein composed of α-, β- and γ-subunits. The G protein activation promotes the 
exchange of GDP for GTP on the Gα subunit causing the dissociation of Gβγ subunits. Both subunits, Gα -
GTP and Gβγ, are then able to activate various effectors. Finally, the GTP is removed by the intrinsic 
GTPase activity of the Gα subunit, and then the three subunits of the G protein re-associate to turn into an 
inactive state (Fig. 2; Reviewed by Sóvágó et al, 2001). There are associated proteins that accelerate the 
hydrolysis of GTP, called regulators of G protein signaling (RGSs), which reduce the duration and 
amplitude of the response by improving the GTPase activity (Cabrera-Vera et al., 2003, Hollinger and 
Hepler, 2002).  
Based on the similarity of the Gα subunit, the G proteins are divided into four groups (Table 1): 
1) Gαs, couple and stimulate adenylate cyclase enzyme (AC); 2) Gαi/0, couple and inhibit AC, activate G 
protein-coupled inwardly-rectifying potassium channels (GIRKs); 3) Gαq/11, couple and activate 
phospholipase Cβ (PLCβ); and 4) Gα12/13, couple and activate Rho guanine exchange factor. There have 
been identified five Gβ subunits and twelve Gγ subunits. Most of the Gβ subunits may dimerize with any 
Gγ subunit (Pierce et al, 2002; Cabrera-Vera et al. 2003). 
Activation of G protein and the subsequent stimulation or inhibition of downstream effectors alters 
important intracellular transduction pathways. Therefore, levels of second messengers such as cAMP 
(cyclic adenosin monophosphate), DAG (diacyl-glycerol), IP3 (inositol trisphosphate) and calcium (Sadana 
and Dessauer, 2008) modulate gene expression (Berridge, 1998, 2009; Marinisen and Gutkind, 2001; 
Rehmann et al., 2007). Additionally, GPCRs are able to either activate or inhibit the MAPK/ERK cascade 
(Mitogen-Activated Protein Kinase/Extracellular Signal Regulated Kinase), which results in regulation of 
gene expression (Beaulieu and Gainetinov, 2011; Davis, 1995; Marinisen and Gutkind, 2001), as well as 
some ion channels such as GIRK and voltage-gated calcium channels (Altier, 2012; Lüsher and Slesinger, 
2010; Turner et al., 2011). 
In addition GPCRs trigger G protein-independent signaling pathways, mainly through 
their interaction with two families of proteins, including the G protein-coupled receptor kinases 
(GRKs) and the β-arrestins (Lefkowitz, 1998; Pitcher et al., 1998; Shenoy and Lefkowitz, 2003). 
Furthermore, these two families of proteins regulate GPCR function by desensitization, 
internalization and down- or up-regulation of the receptor. 
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1.1. Regulation of GPCR function 
Some mechanisms are needed to regulate the activation of the receptor and the signaling cascade 
to prevent overstimulation, and allow the cell to be prepared for future stimulus. Strategies to regulate the 
activity of cellular receptors include changes in the rate of synthesis and/or degradation of the receptor, 
desensitization and internalization mechanisms. 
During GPCR desensitization, the activated receptor attenuates rapidly after ligand binding. The 
first step of desensitization is the decoupling of the G protein from the GPCR, which usually occurs as a 
result of receptor phosphorylation by various protein kinases. Homologous desensitization, also known as 
agonist-dependent desensitization, occurs when an activated receptor is phosphorylated by GRK 
(Hausdorff et al., 1990), and implies that the agonist is attached to the receptor. Protein kinases are 
activated as a result of the activation of signaling cascades triggered by ligand binding. In the heterologous 
desensitization either an active or an inactive receptor can be phosphorylated by protein kinases, such as 
PKA (protein kinase A) or PKC (protein kinase C) (Hausdorff et al., 1990). In this last case, an inactivated 
receptor can be desensitized by the activation of a different receptor (reviewed Claing et al., 2002). 
Some GPCRs internalize after desensitization. The major mechanism of receptor internalization 
occurs via clathrin-coated pits (Doherty and McMahon, 2013; Wolfe and Trejo, 2007). A docking site for 
arrestin binding is formed when the activated receptor is phosphorylated by GRKs, and multiple β-
arrestins-GPCR interactions are created. This allows the coupling of clathrin and the clathrin adapter 
protein AP-2, and the formation of a vesicle which is subsequently separated from the membrane. Once 
internalized, the receptor can be recycled to the plasma membrane or degraded in lysosomes (Fig. 4) 
(Claing et al., 2002; Wolfe and Trejo, 2007).  
Repeated and prolonged activation of the GPCR give rise to a decreased number of functional 
receptors in the cell, which lead to the attenuation of signal transduction. It occurs in response to an 
increase of degradation and/or decrease of receptor biosynthesis (Tsao and van Zastrow, 2000). 
1.2. GPCRs dimerization and oligomerization 
GPCRs oligomers complexes may be defined as two or more monomers of GPCRs that physically 
interact to form a signal unit. The oligomers may be homo-oligomers, comprised of identical monomers, or 
hetero-oligomers, comprised of different monomers. Many GPCRs are known to exist and function as 
dimers or oligomers (Borroto-Escuela et al., 2014; Franco and Franco, 2014; Fuxe et al., 2008; 
Milligan et al., 2003), altering ligand binding, signaling and endocytosis, and therefore playing an important 
role in cell physiology. Oligomerization could be understood as a mechanism to generate new functions in 
these receptors (Fuxe et al., 2008; Kent et al., 2007).  
The interactions between GPCRs can be direct or indirect, the latter through other proteins such as 
cytoskeletal proteins. It is believed that in most cases of direct interactions, the oligomers are pre-formed in 
the endoplasmic reticulum. These types of interactions can take place by covalent (disulfide) and/or non-
covalent bonds (hydrophobic and/or electrostatic forces) between transmembrane domains and the 
intracellular domains of the receptors (Robbins et al., 1999; Roman et al., 1996; 2001) (Fig. 5).  
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2. Endogenous opioid system 
The endogenous opioid system consists of peptides and their receptors, which are widely 
distributed in the central and peripheral nervous system of mammals. It has an important nociceptive 
function, and also participates in the regulation of physiological functions such as breathing, wakefulness, 
cardiovascular and endocrine functions, among others (reviewed by Bodnar and Klein, 2005).  
Four types of opioid receptors have been identified: μ receptors (MOR) (Chen et al, 1993; 
Pasternak, 2013); κ receptor (KOR) (Li et al., 1993; Yasuda et al., 1993); δ receptor (DOR) (Evans et al., 
1992; Kieffer et al., 1992); and nociceptin/orphanin FQ receptor (ORL-1) (Mansour et al., 1995; 
Reinsheid et al., 1995). All of them belong to the GPCR family (Chen et al., 1993; Kieffer et al., 1992; 
Li et al., 1993) and couple to Gi/0 protein (Law et al., 2000).  
The main groups of endogenous opioid peptides are endorphins, enkephalins, dynorphins, 
endorphins and nociceptins/orphanins FQ (N/OFQ) (reviewed by Kosterlitz, 1985). These peptides have 
different affinity for MOR, KOR or DOR, and do not bind exclusively one of them (Monory et al., 2000; 
Rayanor et al., 1994). (Fukuda et al., 1994). 
µ opioid receptor 
MOR is located in brain regions related to nigrostriatal and mesolimbic dopaminergic pathways, 
among others (Fig. 6). This receptor presents a mosaic distribution pattern in the caudate putamen (CPu) 
and the nucleus accumbens (Acb), mainly in the striosomes (Arvidsson et al., 1995), but it is also more 
abundant in dorsal and rostral regions than in the ventral and caudal areas. At the cellular level MOR is 
mainly expressed in GABAergic striatonigral projection neurons (Guttenberg et al., 1996), although it has 
also been described in cholinergic interneurons (Jouburian et al., 2005). At subcellular level MOR is 
located presynaptically (Chartoff and Connery, 2014), where it inhibits the release of neurotransmitters by 
increasing potassium conductance and/or inhibiting calcium conductance (Williams et al., 2001), and 
postsynaptically in dendritic profiles and dendritic spines of striatal neurons as well as in the cell bodies of 
Acb neurons (Arvidsson et al., 1995; Moriwaki et al,. 1996). In the substantia nigra (SN) is located in both 
the substantia nigra pars compacta (SNc) and pars reticulata (SNr) (Mansour et al., 1987, 1995). 
Immunohistochemical staining is denser in the SNc than in the SNr (Mansour et al., 1995; Landwehrmeyer 
and Peckys, 1999). 
Studies in genetically modified mice have demonstrated that MOR is responsible for the analgesic 
effects, the reward and the development of physical dependence produced by morphine (Matthes et al., 
1996). In addition, MOR plays a critical role in the food intake (Han et al., 2006; Le Merrer et al., 2009) and 
in the response to emotional stress (Ribeiro et al., 2005). 
MOR heteromerization with DOR, KOR and ORL-1 has been reported (Chakrabarti et al., 2010; 
George et al., 2000; Pan et al., 2002), as well as with other receptor families such as the cannabinoid CB1 
receptor (Hojo et al., 2008), adrenergic α2 receptor (Jordan et al., 2001) and dopaminergic D1 receptor 
(Juhasz et al., 2008).  
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3. Dopaminergic system 
Dopamine plays a key role regulating functions such as motor coordination, mood, food intake, 
cognition, reward, among others (Meck, 2006).  
An increase in dopaminergic transmission caused by drug use is the common mechanism that 
triggers addiction, by releasing dopamine from dopaminergic cells of the midbrain (ventral tegmental area 
(VTA) and SNc) to areas where they project (Acb and CPu) (Di Chiara and Imperato, 1988). These 
projections give rise to two major ascending dopaminergic pathways: the mesolimbic and the nigrostriatal 
pathways (Fuxe et al., 1985; Koob and Bloom, 1988).  
Dopamine binds to dopaminergic receptors that belong to the GPCRs family. They are divided in 
two groups depending on their structure (Fig. 7), pharmacology and signal transduction properties. The 
first group is so-called D1-like class, which includes dopaminergic D1 (D1R) and D5 (D5R) receptors. These 
receptors bind to the Gs protein, so they can activate AC. The second group is the D2-like class, which 
compromises D2 (D2R), D3 (D3R) and D4 (D4R) receptors. These receptors activate Gi/0 protein, and as a 
consequence they inhibit AC (Beaulieu et al., 2007; Enjalbert y Bockaert, 1983; Kebabian y Calne, 1979; 
Missale et al., 1998;) 
Some differences have been described among the dopaminergic receptors in terms of affinity for 
various agonists and antagonists, including the endogenous ligand dopamine, as detailed in Table 2. The 
D1-like class receptors have the lowest affinity for dopamine, while D3R and D4R have the highest affinity 
towards this agonist. 
Dopaminergic D4 receptor 
D4R is predominantly expressed in cortex, amygdale, hippocampus, SNr and striatum 
(Berger et al., 2001; Khan et al., 1998; Lidow et al., 1998; Matsumoto, 1995; Meador-Woodruff et al., 1994; 
Rondou et al., 2010), where presents a very heterogeneous distribution, being more abundant in the 
striosomes than in the matrix. At subcellular level D4R is mainly localized in cell bodies, dendrites and 
dendritic spines of striatonigral and striatopallidal projection neurons (Khan et al., 1998; Rivera et al., 
2003). In SNr is located in axon terminals of GABAergic CPu neurons and dendrites of SNr neurons 
(Mrzljak et al., 1996; Rivera et al., 2003).  
The D4R human gene contains a large number of polymorphisms in its coding sequence. The most 
characteristic polymorphism is located in exon 3, in a region that encodes for the third intracellular loop of 
the receptor. This polymorphism consists of variable number of tandem repeats (VNTR), where 48-bp 
sequences exist as 2- to 11- fold repeat, leading to receptor variants from D4.2R to D4.11R (Oak et al., 
2000). The D4.4R is the most common polymorphic variant in the human population (64%), followed by 
D4.7R (28%) and D2.2R (8%) (Ding et al., 2002). 
The specific functions of the D4R are still unknown. Initially it was associated with schizophrenia, 
due to ability of the antipsychotic, clozapine, to block this receptor (Wilson et al., 1998). Subsequent 
studies have revealed the importance of D4R in short-term memory processes (Dulawa et al., 1999; 
Ebstein et al., 1996; Falzone et al., 2002; Oak et al., 2000; Powell et al., 2003), in exploratory behavior in 
situations of novelty (Benjamin et al., 1996; Dulawa et al., 1999; Ebstein et al., 1996), in the attention 
deficit hyperactivity disorder (ADHD) (Faraone et al., 1999; LaHoste et al., 1996; Tarazi et al., 2004) and 
the development of addiction to substances of abuse (reviewed by Di Ciano et al., 2014), including opiates 
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(Kotler et al., 1997). Furthermore, mice deficient in D4R have a decreased locomotor activity (Glickstein 
and Schmauss, 2001; Lichter et al., 1993; Missale et al., 1998;). 
It has been recently demonstrated that D4R forms homodimers (Van Craenenbroeck et al., 2011) 
as well as heterodimers with D2R (Borroto-Escuela et al., 2011). Furthermore, the existence of MOR/D4R 
heterodimers has been recently postulated (Fuxe et al., 2008; Suárez-Boomgaard et al., 2014). 
4. Morphine: therapeutic drug and a substance of abuse 
Morphine is the principal alkaloid of opium, which is extracted from the juice of the poppy seeds 
(Papaver somniferum). It was first isolated in its pure form in 1806 by the German chemist Frederick 
Sertürner, who called it principium somniferum opii, for its narcotic virtues, and then morphium in honor of 
the legendary Morpheus, the Greek god of sleep. Morphine is used in medicine for its analgesic properties 
to relieve moderate-high pain. It is administered in cancer patients, terminally ill patients, and for short-term 
acute pain, among others. The administration of morphine produces a feeling of comfort and serenity, but 
has side effects such as bradycardia, respiratory depression, hypotension, drowsiness, constipation, 
hypothermia, sedation, delirium, miosis, nausea and vomiting, among others (Furlan et al., 2006). 
Morphine generates tolerance and dependence, and chronic use of this substance produces addiction. 
Until now it has not been developed any opioid drug with the analgesic properties of morphine that does 
not cause its undesirable effects. 
Both positive and negative effects described before take place through the selective binding of 
morphine to opioid receptors, especially MOR, located in the Central and Peripheral Nervous System 
(Vaught et al., 1982).  
The rewarding effects of morphine occur, in part, because MOR activation promotes dopamine 
release from the VTA and SNc to the Acb and CPu (Di Chiara e Imperanto, 1988; Badiani et al., 2011). 
The classical model of Johnson and North (1992) postulates that morphine interacts with MOR located in 
GABAergic interneurons of the VTA and SNr, blocking the inhibition they produce on the mesencephalic 
dopaminergic neurons, and as a consequence, produces an increase in dopamine release in projection 
areas. In addition, the dopaminergic SNc neurons are controlled by inputs arising from extrinsic neurons 
(Margollis et al., 2012), for example the GABAergic neurons that project from the striosomes of the CPu 
(Fuyijama et al., 2011; Watabe-Uchida et al., 2012) (Fig. 8). 
4.1. Signal transduction mechanisms  
At cellular level, when morphine binds MOR, several signal transduction mechanisms are altered. 
After acute morphine activation, there is an inhibition of AC through MOR binding to the Gi/0 protein 
(Law et al., 2000). As a result, the activity of many cAMP dependent proteins is reduced, what modifies 
many other protein phosphorylations, including the transcription factors CREB and fos (Guitart y Nestler, 
1989; Nestler, 1992, 2004), and therefore gene expression is modified. Additionally, the cell is 
hyperpolarized through calcium channels inhibition and GIRK activation (Williams et al., 2013). The βγ 
subunits activate PLCβ and in turn there is a release of calcium from intracellular deposits, which produce 
the activation of calcium dependent kinases (CaMK). Morphine administration also activates the MAPK 
pathways (Law et al., 2000; Liu y Anand, 2001; Williams et al., 2001). 
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The increase in dopamine release in the CPu activates D1R (Kebabian et al., 1979; Monsma et al., 
1990), and as a consequence, cAMP intracellular levels reach higher amounts, which in the end results in 
CREB and Fos induction (Konradi et al., 1994, 1996; Berke et al., 1998)  
After a prolonged exposure to morphine the expression and/or activity of the cAMP signaling 
pathway increases as a compensatory response to the inhibitory effect of acute morphine administration 
(Nestler y Aghajanian, 1997; Williams et al., 2001). This increase in cAMP promotes CREB 
phosphorylation which induces the expression of some genes (Brightwell et al., 2008; Konradi et al., 1994; 
Nestler, 2002, 2004). Morphine is also able to increase ERK1/2 phosphorylation (Al-Hasani y Bruchas, 
2011). 
All these cellular and molecular alterations that morphine provokes result in stable changes in 
behavior and learning processes (Trigo et al., 2010; Maldonado, 2003), that in the end give rise to the 
addictive phenomenon. 
4.2. Regulation of µ opioid receptor function by morphine 
The regulation of MOR considerably varies depending on the agonist it binds. Morphine is a very 
inefficient ligand to produce desensitization (Liu and Anand, 2001; Whistler and Martini, 2007; 
Williams et al., 2013) and internalization of MOR compared to endogenous opioid peptides or other 
agonists such as DAMGO (Keith et al., 1996, 1998; Koovor et al., 1998). It is believed that the reason for 
this variation in MOR regulation is because morphine induces receptor phosphorylation by PKC rather 
than by GRK and β-arrestins (Whistler and Berger, 2010).  
In vivo studies have shown differences in desensitization and internalization depending on the brain 
region. In the thalamus, Acb, amygdala and SN, morphine does not induce desensitization of MOR 
(Blanchet and Lüscher, 2002; Connor et al., 1999; Ingram et al., 1998; Sim et al., 1996). On the contrary 
morphine desensitizes MOR in the periaqueductal gray (PAG) (Bagley et al., 2005), the locus coeruleos 
(LC) (Dang and Williams, 2005), the small trigeminal ganglion (Johnson et al., 2006), the solitary tract and 
the dorsal raphe nucleus (Sim et al., 1996). On the other hand, in the dorsal spine (Trafton and Basbum, 
2004), periaqueductal gray, VTA (He and Whistler, 2005) and LC (Contet et al., 2004), morphine does not 
induce internalization. But in the Acb morphine induces internalization of MOR (Haberstock- Debic et al., 
2005), although less efficient compared to endogenous opioid peptides or synthetic agonists like 
methadone, (Alvarez et al., 2002; Koch et al., 2005). 
4.3. Morphine tolerance and dependence 
As a result of the compensatory cell response to prolonged exposure to morphine, it has been 
described the overactivation of cAMP signaling pathways in several brain regions related to the reinforcing 
properties of morphine, including the Acb and VTA (Bonci and Williams, 1997; Chieng and Williams, 1998; 
Hack et al, 2003) and in regions responsible of withdrawal as LC (Lane-Ladd et al., 1997) and PAG (Hack 
et al., 2003). It has been postulated that increased cAMP levels and the overactivation of its signaling 
pathways might be the physiological basis of tolerance and dependence (Nestler et al., 2004; Whistler and 
Martini, 2010). These phenomena of tolerance and dependence are related to mechanisms involved in the 
plastic modulation of neural circuits and the modification of the expression of some genes (Ueda et al, 
2004), promoted largely by Fos and CREB family transcription factors. Specifically, the ∆FosB isoform has 
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been associated with an increase in the development of tolerance (Zachariou et al., 2006), as well as to 
the lasting changes in the nervous system during morphine addiction (McClung et al., 2004). In addition, 
variations in CREB levels in different neural areas after chronic exposure to morphine have been 
associated with morphine dependence (Blendy and Maldonado, 1998). 
4.4. Morphine sensitization 
Drug sensitization occurs in drug addiction, and is defined as an increased effect of drug following 
repeated doses. Such sensitization results in a progressive and long-lasting enhancement of dopaminergic 
activity in the mesolimbic and nigrostriatal system, as well as the enhancement of transcription factors 
expression (Nestler et al., 1993; Vanderschuren et al., 2000). Morphine sensitization increase some 
induced behavioral effects such as reinforcing properties of the drug and locomotor hyperactivity.   
As a result of dopaminergic sensitization, D1R and D2R are altered as well (Becker et al., 2001; 
Rouge-Pont et al., 2002). It has been described an enhancement of D1R expression levels and a 
desensitization of D2R in the striatum, after chronic morphine administration (Le Marec et al., 2011; 
Navarro et al., 1992; Nestby et al., 1995; Suárez-Boomgaard, 2012). This may contribute to the 
sensitization process. 
4.5. Morphine withdrawal 
After the cessation of morphine use, all neuroadaptations that counteract the effects of the drug are 
unmasked, and consequently neural circuits regulating everything from gastrointestinal function to affective 
states are instantly unbalanced (Chartoff and Connery, 2014). As a consequence, a set of physiological 
and emotional symptoms known as the opioid withdrawal syndrome is manifested. In rats, the withdrawal 
syndrome is characterized by teeth chattering, shaking, diarrhea, jumps, rhinorrhea (or increased nasal 
secretion), ptosis (eyelid closure with thick tearing), abnormal posture, irritability, and weight loss 
(Way et al., 1969; Williams et al, 2001). In humans, the physiological signs include dysphoria, depression 
and irritability. Some somatic signs are nausea and gastrointestinal problems (Williams et al., 2001). 
Neuronal circuits other than mesocorticolimbic and nogrostriatal systems play a critical role in the opioid 
withdrawal syndrome. These include norepinephrine, corticotropin releasing factor, orexin, and dynorphin, 
among others (Contario y Papaleo, 2005; Koob, 2009; Mahler et al., 2012; Schlosbur et al., 2013; 
Weinsheker y Shroeder, 2007). 
5. µ opioid and dopaminergic D4 receptors interaction 
Our research group is focused on the study of a possible functional interaction between these 
receptors, related to the addictive effects of morphine. It is based on the co-distribution of MOR and D4R in 
the striosomes of the CPu (Fig. 11) and the SNr (Advirsson et al, 1995; Rivera et al, 2002, 2003). It has 
been suggested that D4R and MOR could form heteroreceptors in GABAergic striosomal neurons and SNr 
interneurons that project to SNc dopaminergic neurons (Fuxe et al., 2008; Rivera et al., 2015).  
Early indications on the functional D4R/MOR interaction were obtained in 2007, when it was shown 
that a D4R agonist (PD168,077) is capable of inducing a transient decrease of MOR immunoreactivity in 
striosomes (Gago et al., 2007, 2013). This result is particularly interesting because the striosomes of the 
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CPu are an essential compartment for acquisition and consolidation of addictive habits (Canales, 2005; 
Crittenden et al., 2011).  
Subsequently it has been shown that D4R stimulation prevents morphine-induced sensitization of 
MOR in striosomes (Suarez-Boomgaard et al., 2014), which is manifested by the increase in both receptor 
density and the induction of the Gi/0 protein. 
Several studies have reported that activation of D4R is also able to attenuate some of the effects 
caused by morphine in the nigrostriatal pathway. Thus, stimulation of D4R restores the levels of dopamine 
and its metabolites, which are increased after acute exposure to morphine (Rivera et al., 2015), and 
counteracts changes in transcription factors induced by acute and chronic drug administration (Gago et al., 
2011, 2013). At the cellular level, the activation of D4R counteracts plastic changes in CPu projection 
neurons caused by morphine chronic treatment (Suarez-Boomgaard, 2012). Finally, D4R blocks locomotor 
sensitization produced by morphine without affecting analgesia (Gago, 2007; Rivera et al., 2015; Suárez-
Boomgaard, 2012). 
Although these results suggest the existence of a functional MOR/D4R interaction, the mechanism 
by which D4R can regulate MOR remains unknown. A possible explanation may be existence of MOR/D4R 
heterodimers (Borroto-Escuela et al., 2010; Fuxe et al, 2008;), or it could be due to the convergence of 
intracellular signaling pathways, as well as the convergence of events from independent cells. 
Understanding the nature of MOR/D4R interaction may be critical to creating new therapeutic 
strategies for addiction. 
II. HIPOTESIS AND AIMS OF THE THESIS 
The background described above demonstrates the functional MOR/D4R interaction in the 
nigrostriatal dopaminergic pathway and its influence on some of the morphine effects. However, there are 
still many unknowns, especially those related to the nature of the MOR/D4R interaction and the 
implications it may have at a molecular and cellular level and at the addictive behavior. In order to provide 
new data for understanding the mechanisms responsible for morphine addiction and its relationship with 
D4R, the following aims were formulated: 
1. To study the formation of MOR/D4R heterodimers. 
2. To study dopaminergic D4 receptor regulatory mechanisms of µ opioid receptor in the caudate 
putamen. 
3. To analyze the gene expression pattern in the caudate putamen after the acute administration 
of morphine and/or a dopaminergic D4 receptor agonist. 
4. To determine the influence the dopaminergic D4 receptor has over some behavioral 
neuroadaptations produced by morphine such as the conditioned place preference and the 
withdrawal syndrome.  
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III. MATERIAL AND METHODS 
1. Cell culture, plasmids and transfection 
HEK293T cells (American Type Culture Collection) were grown in falcons containing DMEM 
(Dulbecco´s Minimal essential Medium; Invitrogen) supplemented with 10% Fetal Calf Serum (FCS) and 
2mM L-glutamate, streptomycin (100 U ml–1; Sigma-Aldrich) and penicillin (10 μg ml–1; Sigma-Aldrich) at 
37 °C and 5% CO2. Cells were transiently transfected with plasmids encoding MOR and/or some of the 
polymorphic variants of the D4R tagged with hemaglutinine (HA) or the Flag peptide (Table 1), by using the 
polyethylenimine method for co-immunoprecipitation experiments, or calcium phosphate method for 
immunofluorescence.  
Polyethylenimine transfection 
 HEK293T cells were grown in 10 cm dishes until subconfluency. The medium was refreshed with 
9 ml DMEM supplemented with 2% FCS 1 h before transfection. A mixture of polyethylenimine (1 µg µl–1; 
Sigma-Aldrich) and serum free medium (SFM) (1:20) was added dropwise to a solution containing the 
plasmid (1 µg µl–1) diluted in SFM (1:50). After 10 minutes of incubation at RT the total mix was added 
dropwise to the cells. 6 h after the medium was refreshed with DMEM supplemented with 10% FCS. 
Calcium phosphate transfection 
 HEK293T cells were grown in six well plates with coverslips until subconfluency. Before transfection 
the medium was refreshed with DMEM supplemented with 10% FCS. A mixture of the plasmid, 
CaCl2/HEPES (1.25 M CaCl2, 0.125 M HEPES, pH 7.05) and TE0.1x (1 mM Tris–HCl pH 7.2, 0.1 mM 
EDTA pH 8)  (2:20:100) was added dropwise to a 2xBS/HEPES solution (25 mM HEPES, 270 mM NaCl, 
10 mM KCl, 1 mM Na2HPO4·12H2O, 10 mM dextrose, pH 7.05). This mixure was then added dropwise to 
the cells.  
2. Animals 
Male Sprague-Dawley rats (Charles River, Barcelona, Spain) weighing 150 - 250 g were 
maintained on a standard light/dark cycle (12/12 h) and constant room temperature (20 ± 2 ºC). The 
animals had free access to food pellets and filtered water. Animal care and use followed guidelines from 
the European Union Council Directive 86/609/EEC as well as the Spanish Government (R.D. 1201/2005). 
All efforts were made to minimize animal suffering and to reduce the number of animals used. 
3. Drugs and drug administration 
Morphine sulphate was obtained from Ministerio de Sanidad, Política Social e Igualdad, Agencia 
Española de Medicamentos y Productos Sanitarios (Spanish Government). PD168,077 maleate (D4R 
agonist) and L745,870 trihydrocloride (D4R antagonist) were obtained comercially (Tocris Bioscience) 
(table 2). For animal treatments drugs were dissolved in 2% dimethyl sulfoxide (DMSO; Sigma-Aldrich) 
and 0.9% NaCl. For cell culture experiments drugs were diluted in DMEM and DMSO. 
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For animal experiments drugs were administered intraperitoneally (i.p.), or by an osmotic pump 
implanted subcutaneously under deep anaesthesia. The osmotic pump implantation was made through a 
small incision in the skin of the back, between the shoulder blades. The treatment duration was 
established in one week (2ML1 model).  
4. µ opioid and D4 receptors co-immunoprecipitation 
HEK93T cells expressing HA-D4.0R, HA-D4.2R, HA-D4.4R, HA-D4.7R and/or YFP-MOR (Table 3) or 
expressing HA-MOR and/or Flag-D4.4R were washed twice with ice-cold PBSA, then collected by scraping, 
centrifuged at 900 g for 5 min and frozen at –70 °C. After at least one hour, cells were lysed with 500 µl of 
radio-immunoprecipitation (RIPA) buffer (150mM NaCl, 50mM Tris–HCl pH 7.5, 1% Nonidet P-40, 0.1% 
SDS) supplemented with freshly added 0.5% deoxycholic acid sodium (DOC) and protease inhibitors 
(Complete Protease Inhibitos Cocktail Tablets; Roche) for 1h at 4 °C. Cells lysates were centrifuged at 
8,000 g for 10 min at 4 °C. Part of the cell lysates were used for testing of protein expression by western 
blot analysis. The rest of the lysates were used for the immunoprecipitation assay. 
HA-tagged proteins immunoprecipitation 
Cell lysates were incubated in the anti-HA.11 antibody (1:180) (clon 16B12; Covance Research 
Products). After 4 h at 4 °C,  a mixture of protein Trisacryl® beads (Thermo Scientific) and RIPA was 
added to the lysates (1:11) and further rotated overnight at 4 °C. After washing three times with RIPA, the 
beads were stored at 4 °C.  
Flag-tagged proteins immunoprecipitation 
A mixture of Flag Beads Red-anti flag M2 affinity gel (Sigma-Aldrich) and RIPA (2:3) was added to 
the cell lysates (15:1) and rotated for 3 h at 4 °C. After washing three times with RIPA, the beads were 
stored at 4 °C. 
3.1. Western blot 
Samples, both beads and lysates, were denatured in Laemli buffer (65 mM Tris-HCl pH 6.0, 4% 
SDS, 50% glycerol, 0.2% bromophenol blue), 4x Laemli for the beads, and 5x Laemli for the lysate, for 10 
minutes at 900 rpm at 37 °C (for the D4.0R) or 95 °C. Then samples were separated by electrophoresis on 
a 10% SDS-PAGE gel using running buffer (49 mM Tris, 0.38 M glycine, 0.1% SDS) and transferred onto 
a nitrocellulose membrane (Schleicher & Schuell Biosciences) for 1 h at 100 V in transfer buffer (47 mM 
Tris, 37 mM glycine, 0.03% SDS, 20% methanol).  
3.2. Immunoblotting and immunodetection 
Membranes were subsequently blocked with 5% non-fat dry milk powder/ 1x Tris buffered saline 
with tween (1x TBS-T) (20 mM Tris-HCl, 137 mM NaCl, 0.05% Tween-20, pH 7.6), and then incubated, 
overnight at 4 °C, with the appropriate primary antibody, rabbit anti-HA (Gene TEX) (1:2,500), mouse anti-
Flag M2 (Sigma-Aldrich) (1:1,000) or mouse anti GFP 168AT1211 (Everest Biotech) (1:1,000). After 
washing three times with TBS-T 1x for 10 min at RT, membranes were incubated with the secondary 
antibodies, IRDye 800 anti- rabbit green, IRDy 800 anti-mouse green, IRDy 800 anti-mouse red (1:10,000; 
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Li-cor Bioscience) 1 h in the dark at RT. Finally membranes were washed three times with TBS-T 1x for 10 
min at RT. The membranes were developed using the Odyssey® Infrared Imaging System detection 
system (LI-COR Bioscience, USA). 
Stripping of the blot 
Membranes were incubated in 10 ml of stripping buffer (62.5 mM Tris-HCl pH 6.8, 2% SDS, 
100 mM β-mercaptoethanol) on a rotor for 30 min at 65 °C, and then washed in TBS-T 1x to remove the 
β - mercaptoethanol. After blocking with 5% non-fat dry milk powder/TBS-T 1x for 1 h at RT, membranes 
were reprobed with antibodies. 
5. Receptor internalization 
HEK293T cells were seeded in wells with coverslips and transfected using the calcium phosphate 
method in a ratio 1:1 for the expression plasmids for HA-MOR and/or FlagD4.4R. After 48 hours membrane 
receptors were labeled by adding to the cells primary antibodies rabbit anti-HA (Gene TEX) (1:1,000) and 
mouse anti-FlagM1 (Sigma-Aldrich) (1;1,000) diluted in serum free medium supplemented with HEPES 
(0.01%) for 1 h at 4 °C. Antibodies were removed and cells were induced with DAMGO (10 µM) and/or 
PD168,077 (10 µM) (Both from Trocis Bioscience) in SFM supplemented with HEPES (0.01%) for 15, 30 
or 60 min at 37°C. Afterwards cells were fixed with Fixative (150 mM NaCl, 3.7% formaldehyde, 10 mM 
sodium phosphate pH 7.4) for 20 min at room temperature. Then cells were washed with wash buffer 
(137 mM NaCl, 25 mM Tris, 14 mM KCl, 1 mM CaCl2·2H2O) three times for 5 min at room temperature and 
afterwards permeabilized with Blotto/Triton (5 mM Tris-HCl pH 7.5, 1 mM CaCl2, 3% milk powder, 0.1% 
Triton-x100) for 20 minutes at room temperature. After washing three times for 5 min, cells were incubated 
in secondary antibodies anti-rabbit Alexa fluor 488 (1/500) and anti-mouse Alexa fluor 594 (1/500) 
(Molecular Probes) diluted in Blotto (50 mM Tris-HCl pH 7.5, 1 mM CaCl2, 3% milk powder) for 5 min at 
room temperature. Finally cells were washed three times for 5 min at RT and coverslips were mounted 
onto a glass slide using a drop of fluorescent mounting medium (DAKO).   
Confocal microscope imaging and quantification 
Immunolabeled cells were analyzed by using a Leica SP5 II confocal laser scanning microscope 
through a 63 x oil immersion objective lens. Images from confocal sections were acquired from the middle 
level of the Z axis of the cells and then transformed to grayscale. By using the ImageJ 1.45m software 
(National Institutes of Health, NIH), areas of interest were analyzed along the plasma membrane and 
inside the cell perimeter. For the background signal areas along the outside perimeter of the cell were also 
analyzed. The optical density (OD) of each area was measured. Total OD was defined as: plasma 
membrane OD + Inner OD. The percentage of non-internalized receptor was defined as: (plasma 
membrane OD – background)/ Total OD x 100. The percentage of internalized receptor was calculated as: 
(Inner OD – background)/ Total OD x 100. 
6. µ opioid receptor autoradiography 
Rats (n= 4-6 per treatment) were sacrificed by decapitation 30 min after receiving an injection of 
morphine (10 mg kg –1, i.p.) and/or PD168,077 (1 mg kg –1, i.p). Brains were rapidly removed, frozen by 
immersion in dry ice-cooled isopentane (Merk) at – 40 °C, and then stored at – 80 C. Coronal brain 
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sections (14 µm) at the CPu level were cut on a cryostat MICROM HM 550 (Microm Laborgeräte S.L.), 
thawed onto glass slides and stored at – 20 °C until use. 
Autoradiographic saturation kinetic studies of MOR binding sites were performed by using 
[3H]DAMGO (Perkin Elmer) as radioligand. The sections were pre-incubated for 30 minutes at 4 °C in the 
incubation buffer (5% BSA, 50 mM Tris pH 7.4), and then incubated during 1 h at room temperature with 
the same buffer, containing [3H]DAMGO (0.36 nM - 14 nM), in the presence (non-specific binding) or in 
absence (total binding) of 10 µM naloxone (Tocris Bioscience). Afterwards sections were washed for 5 
min in ice-cold Tris-HCl buffer (two times), then with distilled water, and finally air-dried.  
Sections were exposed to film Kodak BioMax MR-1 (Kodak) for 4-6 weeks. The films were revealed 
and fixed using LX 24 X-ray developer (Kodak) and AL-4 X-ray Fixer (Kodak) respectively and digitalized 
(ScanMaker 9800XL, Microtek International Inc). Optical density values from each section (including 
striosomes and matrix) were measured using the software ImageJ 1.45m (National Institutes of Health, 
NIH), and then corrected for the contribution of the non-specific binding and converted into fmol mg–1 
using 3H standards (GE Healthcare). Data were analyzed by a nonlinear regression analysis, by using the 
software GraphPad Prism© 2.01 (GraphPad Software, Inc) for the determination of Kd and Bmax values. 
7. Agonist-stimulated [35S]GTPγS binding in autoradiography 
7.1. In vitro experiments  
Coronal brain CPu sections from naïve rats (n = 4) were obtained as described before for MOR 
autoradiography experiment. 
7.1.1. Time-response curve  
Sections were washed with BA buffer (50 mM Tris-HCl, 3 mM MgCl2, 2 µM EGTA, 100 µM NaCl, 
pH 7.4) for 15 min at RT, and then were pre-incubated in 2 mM GDP in BA buffer for 15 min and 
subsequently were incubated into a solution of BA buffer, 0.04 nM [35S]GTPγS, 2 mM GDP with 
(stimulated) or without (basal) 3 µM DAMGO for 20, 40, 60, 80 or 100 min at RT. Finally sections were 
rinsed twice in cold 50 mM Tris-HCl buffer for 5 min, once in cold distilled water for 5 min and air-dried. 
7.1.2. Dose-response 
Sections were washed with BA buffer for 15 min at RT, and then were pre-incubated in 2 mM GDP 
dissolved in BA buffer for 15 min and subsequently were incubated into a solution of BA buffer, 0.04 nM 
[35S]GTPγS, 2 mM GDP with (stimulated) or without (basal) 3 µM DAMGO and/or 9, 90 or 180 nM 
PD168,077 for 40 min at RT. Finally sections were rinsed as described above. 
7.1.3. Dopaminergic D4 receptor pre-stimulation 
Sections were washed with BA buffer for 15 min at RT, and then were pre-incubated in 2 mM GDP 
dissolved in BA buffer with or without 90 nM PD168,077 for 15 or 30 min and subsequently were incubated 
into a solution of BA buffer, 0.04 nM [35S]GTPγS, 2 mM GDP with (stimulated) or without (basal) 3 µM 
DAMGO for 40 min at RT. Finally sections were rinsed as described above. 
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7.2. In vivo experiments 
Rats (n=4-6) were sacrificed by decapitation 30 min after receiving an injection of morphine 
(10 mg kg–1, i.p.) and/or PD168,077 (1 mg kg–1, i.p.), or after 6 days of continous administration of 
morphine (20 mg kg–1 d–1) and/or PD168,077 (1 mg kg–1 d–1) by an osmotic pump. Brain CPu sections 
were obtained as described above. Sections were washed with BA buffer for 15 min at RT, and then were 
pre-incubated in 2 mM GDP dissolved in BA buffer for 15 min and subsequently were incubated into a 
solution of BA buffer, 0.04 nM [35S]GTPγS, 2 mM GDP with (stimulated) or without (basal) 3 µM DAMGO 
and/or 90 nM PD168,077 for 40 min at RT. Finally sections were rinsed as described before. 
7.3. Measurements quantification and data analysis 
Sections were exposed to film Kodak BioMax MR-1 (Kodak) for 48 h. The films were revealed and 
digitalized as described above. Optical density from each section (including striosomes and matrix) were 
obtained using the software ImageJ 1.45m (National Institutes of Health, NIH) and then corrected by the 
subtraction of the background gray value and converted to nCi/g using a 14C standard (GE Healthcare). 
8. Microarray 
Rats (n=6) were sacrificed by decapitation 1 or 2 h after receiving an injection of morphine 
(10 mg kg–1, i.p.) and/or PD168,077 (1 mg kg–1, i.p.). Brains were removed and immediately CPu regions 
were dissected and transferred to RNAlater (Qiagen Inc) and stored at –70 until use. Samples were 
thawed at RT, and were pooled (in groups of three) to create a sample for each microarray. RNA isolation 
was made following the manufacturer’s protocol and further purified using the RNeasy Mini Kit (Qiagen 
Inc). The total RNA concentration was measured using a NanoDrop ND-1000 (NanoDrop Technologies 
Inc). RNA quality was determined by chip-bases capillary electrophoresis using RNA 6000 Nano LabChip 
Kit and Agilent Bioanalyzer 2100 (Agilent Technologies), according to the manufacturer´s protocol.  
The RNA was amplified according to the protocol provided by the user manual of GeneChip® 3’ IVT 
Express Kit (Afymetrix). In summary RNA was converted to a double-stranded cDNA first by reverse 
transcription using a T7 oligo(dT) and then using DNA polymesae and RNase H. The double-straned 
cDNA was converted to Biotin-modified aRNA by in vitro transcriptation, and subsequently the aRNA was 
purified. The purity and concentration of the aRNA was checked using a NanoDrop (ND-1000 NanoDrop 
Technologies Inc) spectrometer. Finally the aRNA was fragmented (Fig. 10). 
Samples were hybridized to the GeneChip® Rat Genome 230.2.0 (Affymetrix) using the 
GeneChip® Hybridization Oven 640 (Affymetrix) at 60 rpm, during 16 h at 45 °C. Microarrays were washed 
and stained with streptavidin-phycoerythrin using the GeneChip® Fluidics Station 400 (Affymetrix).  
The microarrays were scanned using the GeneChip Scanner 7G (Affymetrix), the expression data 
was obtained and analysed by the Expression Console (Affymetrix). Data were normalized using the 
Robust Microarrays Analysis (RMA) algorithm, and then genes with low variability were filtered out using 
the BRBArray Tools software (Biometric Research Branch). The Fold-change (FC) for each gene was 
calculated as:  
FC gene X = 2(mean value treatment A X
 – mean value treatment B
X
) 
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Genes with 0.5 < FC > 2 were selected. Afterwards, the z-score was calculated as: 
 
Where µ is the mean of the gene expression, and σ is the standard deviation.  
The functional annotation analysis tool DAVID (DAVID 6.7; Bioinformatic database) was used to 
identify over-represented ontologic groups among the gene expression profile. Additionally a manual 
searching in Pubmed and Ensembl was made for each gene.  
9. Immunohistochemistry and immunofluorescence 
Rats (n=6) were given a single injection of PD168,077 (1 mg kg–1, i.p) or its vehicle. Thirty minutes 
later, rats received four injections of morphine (10 mg kg–1, i.p) or saline, one injection every 30 min (Fig. 
11). 2 h after the first injection rats were deeply anesthetized with sodium pentobarbital (60 mg kg–1, i.p.) 
and perfused transcardially with 0.1 M phosphate-buffered saline, pH 7.4 (PBS) followed by 4% 
paraformaldehyde in 0.1 M phosphate buffer, pH 7.4 (PB). The brains were rapidly removed, overnight 
post-fixed in the same fixative, cryoprotected in 30% sucrose in PBS (72 h) and frozen in dry ice. 
Rostrocaudal series of coronal sections (30 μm thick) were obtained with a freezing microtome (CM 1325, 
Leica) and stored in PBS containing 0.02% sodium azide. Freefloating sections were taken from the CPu 
and SN, and were processed for standard avidin-biotin immunohistochemical protocols.  
Specific antibodies were used to detect GIRK1, GIRK2, RGS12, tyrosine hydroxylase (TH), 
calretinin (CR), somatostatin (SS), choline acetyltransferase ChAT) and parvalbumin (PV) (table 6). 
Sections were pre-treated for 15 minutes with 3% H2O2 and rinsed in 0.1 M PBS. Primary antibodies were 
diluted in PBS with 0.2% Triton X-100 (PBS-TX) and 0.1% sodium azide, and incubation was carried out 
for 24 h at room temperature.  
Finally, after being rinsed in PBS, sections used for immunohistochemistry were incubated for 1 h in 
biotinylated goat anti-rabbit IgG (Vector Laboratories Inc) or goat anti-mouse IgG (Vector Laboratories Inc). 
Both secondary antibodies were diluted 1:500 in PBS-TX. Sections used for immunofluorescence were 
incubated for 1 h in Alexa fluor 647 anti-rabbit, Alexa fluor 488 anti-mouse (1:500; Molecular Probes) or 
biotinilated anti-rabbit (1:500) and then Alexa fluor 488 streptavidin conjugated (1:2,000; Molecular Probes) 
The sections were rinsed again with PBS and incubated for 1 h in peroxidase-conjugated streptavidin 
(Sigma-Aldrich) diluted 1:2000 in PBS-TX. Peroxidase activity was revealed with 0.05% 3,3´-
diaminobenzidine (DAB, Sigma-Aldrich) and 0.02% H2O2 and the staining was intensified with 0.8% nickel 
ammonium sulphate. Sections were mounted on gelatin-coated slides, air dried, dehydrated with ethanol, 
cleared in xylene and coverslipped with DPX mounting medium. 
Quantitative and qualitative analysis 
Optical density or number of immunoreactive cells for GIRK1, GIRK2 and RGS12 were measured 
by using the software ImageJ 1.45m (National Institutes of Health, NIH) from microphotographs from the 
CPu and the SN obtained with a digital camera (DS-Fi1, Nikon) coupled to an optical microscope (Eclipse 
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E400, Nikon) (40x objective). Optical density values where then corrected with the optical density from 
immunonegative areas.  
Co-localization of ChAT/GIRK1, SS/GIRK1, PV/GIRK1, and CR/GIRK1 in the CPu, and TH/RGS12, 
TH/GIRK1, TH/GIRK2 in the SN was analyzed from microphotographs obtained with a a laser-scanning 
confocal microscope (modelo SP5 II, Leica). 
10. Conditioned place preference 
The apparatus consisted in two different compartments (40 x 34 x 45 cm) separated by a corridor 
(28 x 13 x 45 cm). The compartments were differentiated by motifs painted on the walls, black dots or 
black stripes, whereas the corridor was on white (Fig. 12). 
Conditioned place preference (CPP) paradigm consisted in three phases: pre-conditioning, 
conditioning and testing. During the pre-conditioning phase (6 days) rats were left on the corridor and were 
allow exploring both compartments for 15 min. Animals that showed strong unconditioned preference 
(65 %) or aversion (10 % of the session) for any compartment were discarded. During the conditioning 
phase (6 days) animals (n = 18 per group) received alternatives injections of vehicle or one of the following 
treatments: morphine (3 mg kg–1), PD168,077 (1 mg kg–1) or morphine + PD168,077. Drug administration 
was paired to one compartment and vehicle was paired to the other. Immediately after the injections, rats 
were confined to the corresponding compartment, which was enclosed by a guillotine door, for 25 min. The 
CPP score value was calculated as the difference between the time spent in the treatment-paired 
compartment during the test, and preconditioning phases. 
11. Withdrawal syndrome 
Rats (n=8 per group) received a continuous treatment of morphine (20 mg kg–1 d–1) and/or 
PD168,077 (1 or 3 mg kg–1 d–1) by an osmotic pump implanted subcutaneously. After 6 days animals were 
confined into a plastic box (30 x 50 x 20 cm) for 10 min (habituation period). After that rats received an 
injection of naltrexone (20 mg kg–1 d–1), and their behavior was recorded. Physical withdrawal (quantitative 
and qualitative) sings were analyzed during three consecutive periods of 15 min. The numbers of 
occurrences of jumping, wet-dog shake, teeth chattering and genital grooming were counted (quantitative 
signs). The manifestation of ptosis, diarrhea, writhing posture, rhinorrhea and irritability was scored giving 
a pondered value depending on the presence (1 = 0-15 min; 2 = 15-30 min; 3 = 30-45 min) or absence (0) 
(qualitative signs). A global withdrawal score also was calculated for each animal by considering both 
quantitative and qualitative scores. 
12. Statics 
Drug effects were determined with one or two way ANOVA followed by post hoc Dunn’s or Holm-
Sidak and Bonferroni test, respectively. These analyses were completed using Sigmastat® 2.03 (SPSS 
Inc). Probability levels of 5% (p < 0.05), 1% (p < 0.01) and 0.1% (p < 0.001) were considered significant. 
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IV. RESULTS AND DISCUSSION 
1. µ opioid and D4 receptors co-immunoprecipitation  
The co-immunoprecipitation performed on extracts of transiently transfected HEK293T cells was 
conducted with different combinations of four D4R polymorphic variants (D4.2R, D4.4R, D4.7R and the mutant 
D4.0R), and with MOR (Fig. 7A-D). Immunoblots obtained with the anti GFP antibody confirmed the 
presence of YFP-tagged MOR, after immunoprecipitation of HA-Tagged D4.xR (Fig. 7D; lanes 6-9). A 
second co-immunoprecipitation assay was performed from extracts of transiently transfected HEK293T 
cells with D4.4R and with MOR, or independently transfected with the receptors and mixed post-transfection 
(Fig. 7E-H). Immunoblots obtained with the anti-Flag antibody confirmed the presence of Flag-tagged 
D4.4R after the immunoprecipitation of HA-tagged MOR (Fig. 7H; lane 3). In cell extracts that were 
independently transfected with the receptors and then mixed post-transfection, there was no signal of 
Flag-tagged D4.4R after immunoprecipitation of HA-tagged MOR (Fig. 7H; lane 4). In addition, extracts 
from transiently transfected HEK293T cells with MOR and with D4.4R and then stimulated with agonists 
(DAMGO, dopamine and PD168,077) or inhibited with antagonists (naloxone and L745,870) were 
subjected to immunoprecipitation assays (Fig. 8). Immunoblots obtained with the anti-HA antibody 
confirmed the presence of HA-tagged MOR after immunoprecipitation of Flag-tagged D4.4R (Fig. 8D: lanes 
3-8). In every experiment, the proper expression of the constructs was confirmed by western blot with their 
respective anti-HA and anti-Flag antibodies performed on total cell lysates (Fig. 7A, B, E and F; 8A-B).  
Partial discussion 
It is now well accepted that most GPCRs are able to form homomers and heteromers, even 
between different families of receptors, which supports the existence of receptor mosaics that are spatial 
and temporarily organized to produce a particular cellular response (Fuxe et al., 1983, 2007). D4R/MOR 
heteromers has been postulated (Borroto-Escuela et al., 2013; Fuxe et al., 2008; Suárez-Boomgaard et 
al., 2014).  
Overall, the present results suggest that MOR and D4R are physically associated in transfected 
HEK293T cells, directly or indirectly (via an adapting protein), and this association is not dependent on the 
D4R VNTRs, as MOR also interacts with the mutant D4.0R. Additionally, physical interaction of MOR and 
D4R formed during lysis process is discarded, as we only obtain a specific immunoreactive signal when 
both receptors are co-expressed in the same cell, indicating that interaction is produced in living cells. 
Furthermore, the present study demonstrates that these heteromeric complexes exist in the absence or 
presence of receptor stimulation and inhibition.  
Further studies may be done to confirm the direct physical interaction of these receptors as well as 
the existence of this heteromers in vivo, particularly in the rat CPu and SN.   
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2. PD168,077 influence on µ opioid receptor agonist-mediated regulation 
2.1. In vitro PD168,077 influence on MOR signaling  
Based on previous experiments of MOR autoradiography in rat CPu, in which in vitro PD168,077 
stimulation produced a decrease of the Kd value of [3H]DAMGO as well as the Bmax values (Rivera et al., 
2015), we analyzed whether D4R activation had any influence on Gi/0 protein activation upon DAMGO 
stimulation. Coronal CPu sections from naïve rats were processed for DAMGO-stimulated [35S]GTPγS 
binding, and the influence of D4R agonist PD168,077 on this binding was evaluated. In vitro incubation with 
the selective MOR agonist DAMGO increased striosomes [35S]GTPγS binding (by 91%) (Fig. 20A, B, E), 
whereas no alteration was observed after PD168,077 in vitro incubation (Fig. 20A, C, E). Co-stimulation of 
both MOR and D4R, also increased striosomes [35S]GTPγS binding (by 45-70 %) (Fig. 20A, D, E). When 
sections were pre-stimulated with PD168,077 30 or 60 min before DAMGO stimulation, [35S]GTPγS 
binding  in striosomes also was increased (by 50-60%) (Fig. 20G). There were no differences of 
[35S]GTPγS binding in CPu matrix. 
2.2. In vitro PD168,077 influence on MOR internalization 
Internalization experiments were performed in HEK293T transiently transfected with HA-MOR 
and/or Flag-D4R to evaluate whether D4R had any influence on MOR endocytosis upon agonist 
stimulation. In untreated cells expressing HA-MOR most of the receptor signal was visualized in the 
plasma membrane (Fig. 21A). DAMGO stimulation produced a progressive internalization (15 min, by 
15%; 30 min, by 36%; 60 min, by 47%) vs. untreated cells (Fig. 21B, D, D`). In untreated cells expressing 
Flag-D4R most of the receptor signal was detected in the plasma membrane (Fig. 22A), and its 
intracellular distribution did not increase upon PD168,077 stimulation at any time point (Fig. 22D, D`). In 
untreated cells co-expressing HA-MOR and Flag-D4R most of the receptors signal was visualized in the 
plasma membrane (Fig. 23A-C). Stimulation with DAMGO produced the internalization of MOR (15 min, 
by 25%; 30 min, by 36%; 60 min, by 37%) vs. untreated cells, whereas D4R distribution was the same as 
the observed in untreated cells (Fig. 23D-F, 25A-C`). PD168,077 stimulation did not produce changes in 
distribution neither in MOR nor in D4R (Fig. 23G-I, 25A-C`). Upon DAMGO and DAMGO + PD168,077 co-
stimulation of HA-MOR/Flag-D4R cells, MOR internalization increased (15 min, by 32%; 30 min, by 35%; 
60 min, by 23%) vs. untreated cells. In contrast Flag-D4R distribution was the same as the observed in 
untreated cells (Fig. 23J-L, 25A-C`). 
2.3. Acute morphine and/or PD168,077 treatment influence on µ opioid receptor 
recognition and signaling  
Quantitative and [35S]GTPγS autoradiography was performed on CPu sections from acute 
morphine and/or PD168,077 treated rats (Fig. 26, 27). Morphine administration did not change the Kd 
value of [3H]DAMGO in the striosomes (Fig. 26G), but instead produced an increase of the Bmax value 
(Fig. 26H). There were not effects observed in the matrix of the CPu. PD168,077 administration as well as 
the co-administration of both agonists PD168,077 and morphine did not change neither the Kd value of 
[3H]DAMGO nor the Bmax value in the CPu (Fig. 26G, H). In vitro DAMGO stimulation of vehicle treated 
rats increased [35S]GTPγS binding in striosomes (by 90%), whereas in vitro PD168,077 stimulation did not 
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cause any effect (Fig. 27A- A2, E, F). In vitro DAMGO + PD168,077 co-stimulation increased [35S]GTPγS 
binding in striosomes (by 70-80%), and slightly decrease [35S]GTPγS binding in the matrix (by 10%) (Fig. 
27A3, E, F). In vitro DAMGO stimulation of morphine and/or PD168,077 treated rats increased [35S]GTPγS 
binding in striosomes (by 36%) and matrix (by 11%, 22% and 45% for morphine, PD168,077 and morphine 
+ PD168,077 treated rats respectively) vs. vehicle treated rats (Fig. 27B1, C1, D1, E, F). In vitro 
PD168,077 stimulation did not change [35S]GTPγS binding neither in the striosomes nor in the matrix of 
any treated rat (Fig. 27B2, C2, D2, E, F), but instead PD168077 + DAMGO co-stimulation produced an 
increase of [35S]GTPγS binding in the striosomes (by 86%) and in the matrix (by 63%) vs. vehicle treated 
rats (Fig. 27B3, C3, D3, E, F). 
2.4. Chronic morphine and/or PD168,077 treatment influence on µ opioid receptor 
recognition and signaling  
 [35S]GTPγS autoradiography was performed on CPu sections from chronic morphine and/or 
PD168,077 treated rats to analyze whether the activation of D4R alters MOR binding to the Gi/0 protein 
(Fig. 28). In vehicle treated rats, in vitro stimulation with DAMGO resulted in the increase of [35S]GTPγS 
binding in the striosomes (by 95%) and in the matrix (by 22%) (Fig. 28A, A1, E, F), whereas no changes 
were observed after in vitro PD168,077 stimulation (Fig. 28A, A2, E, F). In vitro co-stimulation of DAMGO 
+ PD168,077 increased [35S]GTPγS binding in the striosomes (by 100%) and in the matrix (by 30%) (Fig. 
28A, A3, E, F). In morphine treated rats, the basal [35S]GTPγS binding was higher than that observed in 
the whole CPu in vehicle treated rats (by 50%) (Fig. 28E). In vitro DAMGO stimulation resulted in the 
increase of [35S]GTPγS binding in the striosomes (by 52%) and in the matrix (by 45%) vs. vehicle treated 
rats (Fig. 28B1, E, F). In vitro PD168,077 stimulation did not produce changes on [35S]GTPγS binding vs. 
vehicle treated rats (Fig. 28B2, E, F). In vitro DAMGO + PD168,077 co-stimulation restored the 
[35S]GTPγS binding values of those observed in their paired control sections (Fig. 28B3, E, F).  Finally 
sections from animals that were continuously treated with PD168,077 or morphine + PD168,077 showed 
the same [35S]GTPγS binding values for all the in vitro stimulation that those observed in vehicle treated 
animals (Fig. 28C-C3, D-D3, E, F). 
Partial discussion 
It has previously been shown that D4R activation plays a very important role by blocking various 
effects of morphine at a molecular and cellular level in the nigrostriatal dopaminergic pathway (Gago et al, 
2007, 2011, 2013; Rivera et al., 2015; Suarez-Boomgaard et al., 2014). It has been proposed that the 
blocking effect could be produced by the allosteric modulation of MOR by D4R (Rivera et al., 2015), as it 
has been shown for other neurotransmitter receptors (reviewed by Fuxe et al., 2008). To test this 
hypothesis, we have conducted a series of experiments in which we have studied the influence of 
stimulation D4R on the pharmacological characteristics of MOR and its signaling through the Gi/0 protein. 
In vitro experiments 
Previous results demonstrated that D4R activation decreases MOR density in the striosomes of the 
CPu (Gago et al., 2007; Rivera et al., 2015). According to the results obtained here, D4R stimulation 
decreases DAMGO-dependent Gi/0 activation. To determinate if D4R as well promotes the endocytosis of 
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MOR, internalization experiments were done. DAMGO stimulation induces receptor internalization as it has 
been described (Keith et al., 1996), whereas D4R is resistant to agonist-induced internalization 
(Spooren et al., 2010), as it is seen in this work. D4R seems to accelerate DAMGO-induced MOR 
internalization at short time stimulation (15 min), probably due to the increase of MOR affinity (Rivera et al., 
2015), but at prolonged time stimulation (60 min), MOR internalization decreases in comparison to cells 
only expressing MOR that receive the same treatment. This effect is intensified when cells are co-
stimulated with DAMGO and PD168,077.  This suggests an alteration on MOR cycle, which is normally 
recycled after DAMGO-induced internalization (Williams et al., 2013; Doll et al., 2011; Roman-
Vendrell et al., 2012), possibly because D4R induces MOR downregulation by provoking its degradation or 
because MOR is reinserted in the cell surface.  
Overall these results suggest that D4R produces heterologous desensitization of MOR and modifies 
its traffic properties. Further studies may be done to understand the way D4R modifies MOR regulation.  
In vivo experiments: acute vs. chronic treatment 
Acute and chronic morphine exposure increases MOR signaling through Gi/0 protein. The increased 
activity of MOR could be explained by an increased in receptor density, which is reflected in a rise in the 
Bmax (Suarez-Boomgaard et al., 2014; own results) and its expression levels (Gago et al., 2013. Suarez-
Boomgaard et al., 2014). Increasing MOR the in striosomes has been linked to the phenomenon of 
sensitization, in which the response to the substance of abuse, whether in its rewarding or psychomotor 
effects, is increased with the same or lower dose of the drug after previous use (Viganò et al., 2003). 
Acute D4R stimulation decreases MOR expression in the striosomes of the CPu (Gago et al., 
2007) but does not alter the number of active sites and increases receptor signaling. When D4R is 
continuously stimulated it causes increased expression of MOR and the number of active sites of the 
receptor (Suarez-Boomgaard et al., 2014). These results suggest that acute stimulation of D4R promotes 
MOR degradation, while its continuous stimulation promotes MOR synthesis. In both cases D4R regulates 
MOR trafficking to the cell surface, where it will be available to bind to its ligand. 
Chronic and acute morphine and PD168,077 co-administration restores expression levels of MOR 
and the number of its active sites in the striosomes (Gago et al., 2013; Suarez-Boomgaard et al., 2014; 
own results), indicating that the effects of each single treatment on the synthesis/degradation and the 
traffic  of the receptor are blocked. However, acute co-treatment with morphine and PD168,077 does not 
block the increase in MOR signaling, suggesting that D4R cannot counteract all the effects of morphine in 
early stages, and requires longer periods of treatment to reverse them. In the future will have to perform 
complementary tests to determine what happens beyond the activation of Gi/0 protein, and if it being 
promoted other signal transduction pathways, for example through the β-arrestins (Reiter et al., 2012). 
3. Gene expression pattern in the caudate putamen after morphine 
and/or PD168,077 acute administration 
Changes in gene expression in the rat CPu, 1 h and 2 h after the acute administration of morphine 
and/or PD168,077 were analyzed. FC values were obtained from each gene among the treatments and 
those genes with a FC lower than 0.5 and higher than 2 were selected. Genes that showed significant 
differences in expression between the control groups at different time points (1 h vs 2 h) were discarded. 
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The z-score of the selected genes is represented in a heatmap (Fig. 29). As it shows a large 
number of genes were altered after 1 and 2 hours of morphine administration. PD168,077 treatment also 
altered the expression of several genes, especially after 2 hours of administration. Morphine and 
PD168,077 co-treatment  produced some effects which may be emphasized: 1) a large number of genes 
were exclusively altered in response to co-treatment on the two time points; 2) genes that alter their 
expression in response to the independent treatments were altered by the co-treatment during a larger 
period of time; 3) co-treatment blocked some changes in gene expression provoked by independent 
treatments. 
Further analysis was limited to genes with significant FC values by comparing each treatment with 
the control group, excluding those for which there is not information. The selected genes are represented 
in Venn diagrams (Fig. 30), one for each time point, that show the number of altered genes for each 
treatment that are unique or shared with other treatment.  
Using the GO analysis for each group of genes altered per treatment, over-represented patterns of 
genes associated with the biological processes that are detailed in table A were identified.  
Biological process 
Morphine PD168,077 
Morphine + 
PD168,077 
1h 2h 1h 2h 1h 2h 
Nervous System development +  +   + 
Neurogenesis   +    
Axonogenesis   +  + + 
Neuronal differentiation   +  +  
Neuronal migration +  +    
Neuronal projection development     + + 
Stimulus response + +  +   
Signal transduction by ligand binding to cell surface receptors  +  + + + 
Neuropeptides signaling pathways     +  
Protein kinase cascade regulation    +   
Positive regulation of JAK-STAT cascade  +     
Protein translocation to nucleus  + +    
Synapse and nerve impulse transmission    +    
Apoptosis regulation  +     
Motor behavior +    +  
Table A. Gene Ontology analysis of differentially expressed genes between morphine, PD168,077 and morphine 
+ PD168,077 treatments at 1 and 2 hours compared to control. Terms of gene ontology biological processes with a 
value p < 0.05 in the Fisher `s exact test are detailed. Abbreviations: JAK-STAT, Janus kinase-signal transducer and 
activator of transcription. 
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3.1. Gene expression pattern in the rat caudate putamen produced by acute 
morphine administration  
The expression of 30 genes was altered 1 h after morphine administration (10 mg kg–1). The calcr 
gene (encoding for the calcitonin receptor precursor) was exclusive of this treatment (FC > 2) (Fig. 29A; 
Table 11). Two hours after morphine administration the expression of 15 genes was altered, 7 of these 
genes were exclusive of the morphine treatment (Fig. 29B), and included the bag3 gene (encoding for a 
chaperone), the jun gene (encoding for a transcription factor), the ntrk-2 gene (encoding for the Bdnf 
receptor) and some genes with unknown function (FC > 2) (Table 11). 
3.2. Gene expression pattern in the rat caudate putamen produced by acute PD168,077 
administration 
The expression of 33 genes was altered 1 h after the administration of PD168,077 (1  mg kg–1). 
Only four of these genes were exclusive of the PD168,077 treatment, and corresponded to the cd74 gene 
(encoding for a complement chaperone), the bhleh22, egr2, and the zeb genes (encoding for transcription 
factors) (FC > 2) (Fig. 29A; Table 12). Two hours after PD168,077 administration the expression of 4 
genes was altered. Only one gene, with unknown function, was exclusive for this treatment (Fig. 29B; 
Table 12) (FC > 2).  
3.3. Gene expression pattern in the rat caudate putamen produced by acute morphine and 
PD168,077 administration 
Morphine and PD168,077 co-treatment altered the expression of 122 genes 1 h after the 
administration. 85 of these genes were exclusive from the co-treatment (Fig. 29A; Table 13). Those genes 
were related to different processes such as apoptosis and proliferation (efhd2, pftk1 and ddk3), 
transcription factors (jun, kfl2, kfl4, neurod1), ion channels (kcnc2 and kcns3), GPCR signaling cascade 
(rgs12, plcxd2 and pnck), extracellular matrix (col9a1, hpln4), neurotransmitters and hormones (cort, grp), 
growth and differentiation factors (lingo, wnt2), synapse (homer1, serpini1, stx1a, syt17), small GTPases 
(rasal1, rab5a), receptors (adra1b, chrm3, gabbr2, oprl1, sstr1, sstr2), etc. Most of these genes were up-
regulated (FC > 2). 
After 2 hours of the co-administration the expression of 97 genes was altered. A total of 89 genes 
were exclusive from this co-treatment, most of them were also altered at 1 hour (Fig. 29B; Table 13). 
Among the functions of these genes are included apoptosis and proliferation, transcription factors 
(bhlhe22, fezf2, neurod6), ion channels (kcnc2, kcnj6, kcns3), GPCR signaling cascade (gna14, pde10, 
plcxd2), neurotransmitters and hormones (cck, cort, grp), growth and differentiation factors (bdnf), synapse 
(serpini1, stx1a, syt17), small GTPases (rab5, rasd1), receptors (adra1b, adra1d, chrn5, gabbr2, gfra2, 
sstr1), etc. Most of these genes were up-regulated (FC>2). 
3.4. Gene expression pattern in the rat caudate putamen produced by acute morphine and/or 
PD168,077 administration 
Acute morphine, PD168,077 or morphine + PD168,077 altered 19 genes after 1 hour their 
administration (Fig. 29A; Table 14). All these genes were up-regulated (FC >2), and included genes that 
encode for chaperones (hspa1a, hspa1a///hspa1b), transcription factors (nr4a2, neurod6), proteins related 
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to proliferation (rprm) y and molecule transport (slc7a6), among others. After 2 h of acute administration of 
morphine, PD168,077 or morphine + PD168,077, 3 genes were altered (Fig. 29B; Table 14), and included 
the fos gene (encodes for the transcription factor Fos) (FC > 2), prl (encodes for the prolactin) and gh1 
(encodes for the growth hormone) (FC < 0.5). 
Partial discussion 
The CPu constitutes an important region that integrates the lymbic and the motor systems, and 
results essential for the learning process and the acquisition of addictive habits (Canales, 2005), so that 
the study of changes in gene expression in this region is essential for understanding of the addictive 
phenomenon. 
The microarrays used in this work are a useful tool to make the first assessment of gene expression 
changes that occur in response to different drug treatments, and therefore to identify which cellular 
functions may be affected. However, the results need to be confirmed with other methodological 
approaches, such as in situ hybridization or quantitative PCR. 
A large number of genes that are altered in the rat CPu after acute morphine and/or PD168,077 
treatment have been detected by using the microarrays. These genes are involved in a wide variety of 
cellular processes, including the control of gene expression, apoptosis, proliferation, various signaling 
cascades, among others. In general it has been observed that while morphine and the D4R agonist alter 
the expression of a large number of genes, is the combination of both treatments which causes the major 
changes in the gene expression pattern. The positive synergy produced by morphine and the D4R agonist 
may be due to increased activation of intracellular signaling cascades of co-activated MOR and D4R, or 
because of the convergence of different signaling transduction pathways independently activated by each 
receptor. Any of these observations support the hypothesis of a functional MOR/D4R interaction previously 
described (Gago et al., 2011, 2013; Suarez-Boomgaard et al, 2012; Rivera et al, 2015).  
All these alterations in gene expression will be analyzed from the different groups of functionally 
related genes, as they provide guidance information of possible routes or processes that might be involved 
in the mechanisms of MOR/D4R interaction. However, to understand the functional significance of all the 
changes described complementary and specialized studies are required. 
Transcription factors 
We have shown an increase of fos and jun induced by morphine treatment, suggesting an 
upregulation of the AP-1 factor. These results confirm the induction of c-Fos protein in the CPu observed 
by other authors (Gago et al, 2011; Nestler, 2004a, 2004b). Co-administration of morphine and PD168,077 
also produces fos up-regulation, which had already been demonstrated by in situ hybridization 
(Gago et al., 2011). Fos overexpression results in an increase in c-Fos protein (Gago et al., 2011) much 
greater than that produced by morphine alone. 
It is also noted that morphine induces expression of genes encoding transcription factors that are 
involved in neuronal development, and such as neurod6 and nr4a2. The latter gene is related to the 
differentiation, maturation and maintenance of dopaminergic neurons, and the expression of proteins that 
regulate the synthesis and metabolism of dopamine (Flames and Hobert, 2011). The nr4a2 gene might be 
involved in the increase in dopaminergic neurotransmission induced by morphine (Rivera et al., 2015). In 
addition treatment with PD168,077 and morphine + PD168,077 also increased the expression of other 
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genes encoding transcription factors involved in neuronal differentiation and specification (nr4a2, bhle22, 
neurod1, zeb2 and neurod6) (Bormuth et al., 2013; Dela Peña et al., 2013; Gheldof et al., 2012; 
Joshi et al., 2008; Zhou et al., 2011). Additional studies are needed to determine the consequences of 
these alterations. 
Intracellular signaling cascade 
When morphine binds to MOR various signaling cascades are activated, mainly through the 
activation of Gi/0 protein, as a result the alteration in second messenger levels occurs (Berridge, 1997; 
Connor and Henderson, 1996), as well as the activation or inhibition of different ion channels. Microarrays 
revealed that acute administration of morphine increased expression of the kcnj6 gene, encoding for the 
subunit 2 of GIRK, which promotes neuronal hyperpolarization (Lüscher & Slesinger, 2010). This increase 
might be related to the induction of the inhibition of striatonigral GABAergic projections, which control the 
activity of dopaminergic neurons (Fuyijama et al., 2011; Watabe-Uchida et al., 2012), and contribute to 
increase the firing rate of these dopaminergic neurons. Although co-administration of morphine + 
PD168,077 maintains expression levels of this gene, expression of the kcns3 and kcnc2 genes, encoding 
for potasium ion channels that are involved in neuronal re-polarization and also in increase of firing rate 
(Rudy and McBain, 2001; Kerschensteiner et al., 2003).  
The co-treatment with morphine + PD168,077 increases levels of rgs12 expression, encoding for 
the Rgs12 protein that has inhibitory functions on the G protein (Siderovski et al., 2005). This increase in 
the CPu could mitigate the effects of morphine, by inhibiting the signaling cascade through MOR coupling 
to Gi/0 protein. 
Morphine also activates the MAPK casacade (ERK1/2) (Al-Hasani and Bruchas, 2011). Co-
treatment with morphine + PD168,077 alters the expression of several genes involved in the signaling 
cascade modulation. Among these genes are included the dusp1 gene, encoding a protein that inactivates 
ERK (Duff et al., 1995; Sun et al., 1993) and gna14, encoding the Gαq/14 subunit of the trimeric G protein, 
which activates the Ras/ERK cascade (Kwan et al., 2012), besides activating distinct transcription factors 
through PKC and calcium (Kostenis et al., 2005). This suggests that the co-treatment can modulate gene 
expression that occurs through ERK1 cascades and other intracellular pathways, either by increasing its 
activity or by counteracting the effects of morphine in these same processes. Recent studies in HEK293 
cells expressing MOR and D4R show that the pre-stimulation of one of the receptors decreases the 
phosphorylation of MAPK by the other (Duchou et al., 2015), confirming that there is a close relationship 
with tihs intracellular signaling cascade. 
Small GTPases are other important proteins in the intracellular signaling cascade. Not only are they 
involved in signal transduction but also have an important role in the receptor and trafficking. Co-treatment 
with morphine and PD168,077 alters the expression of several genes encoding for small GTPases, 
including the rasd1 gene, which encodes for a protein capable of amplifying the activation of G protein-
dependent intracellular signaling pathways (Cismowski et al . 2000), and the rab5a gene, encoding for a 
protein involved in forming clathrin coated vesicle for GPCRs internalization and their fusion with early 
endosomes (Mace et al., 2005; Zerial and McBride, 2001).  
Neuronal morphology and synapse 
Continued treatment with morphine alters neuronal morphology as it has been demonstrated in the 
VTA (Beitner-Johnson et al. 1992; Boronat et al., 1998; Ferrer-Alcon et al., 2000; Mazei- Robison et al, 
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2011) and SNc dopaminergic neurons (Suárez-Boomgaard, 2012). These morphological changes have 
been related to changes in the excitability of dopamine neurons, specifically increasing its firing rate 
(Mazei-Robison et al., 2011).  
In the GABAergic projecting neurons of the CPu morphine produces a retraction of the dendritic 
tree, a reduction in the number of dendritic spines and a decrease in  the soma size (Suarez-Boomgaard, 
2012), which seems to be involved in the expression changes of genes related to the cytoskeleton 
(Loguinov et al., 2001). According to the results obtained in this work, acute morphine treatment increases 
the expression of the ntrk-2 and vnsl genes, which promotes neurite outgrowth (Reichardt, 2006). 
Therefore acute morphine treatment up-regulates some genes related to cell morphology. 
Co-treatment with the D4R agonist and morphine promotes the up-regulation of a wide variety of 
genes involved in neuronal phenotype. Is the case of: 1) homer1 and pfn2, encoding for proteins related to 
the actin polymerization of dendrites (Korostynski et al., 2007; Michaelsen et al., 2010; Whitke, 1998; 
Witke et al., 2004); 2) bdnf, which promotes the formation of dendritic spines (Hiester et al., 2013); 3) 
serpira1 and slitrk1, encoding for proteins associated to neurite outgrowth (Anga et al., 2003; Roet et al., 
2013); 4) cbln2, wnt2, epha5 and ephb6, which are responsible for the formation of synapses (Joo et al., 
2012; Lai et al., 2009; Matsuda and Yauzaki, 2011; Zou and Salinas, 2008). PD168,077 seems to promote 
the expression of genes associated with functions that counteract changes in the neurons produced by 
long-term morphine exposure. In fact, according to the observations of Suárez-Boomgard (2012), this 
agonist counteracts morphological changes that are induced by morphine in the SNc and CPu after a 
chronic treatment. 
Receptors and neurotransmitters 
In addition to the opioid and dopaminergic system, other neurotransmitter systems have been 
implicated in addiction to morphine. This is the case of the adrenergic system, involved in a variety of 
processes including addictive behaviors and locomotor sensitization, abstinence and conditioned place 
preference (Harris and Astone-Jones, 1993; Schmidt and Weinshenker, 2014; Sharaei et al, 2004); the 
cholinergic system, related to the development of dependence to drugs of abuse, including opiates 
(Neugebauer et al., 2013; Toast et al, 2011) and the corticotropic system, which is associated with the 
development of withdrawal syndrome (Zorrilla et al., 2014). Several of these genes are up-regulated 
exclusively in response to the morphine and PD168,077 co-treatment. 
4. Morphine and PD168,077 influence on GIRK1, GIRK2, and RGS12 in 
rat caudate putamen and substantia nigra 
Immunohistochemistry was performed on coronal sections from rats treated with morphine (4 x 
10 mg kg-1)  and/or PD168,077 (1 mg kg–1) to detect protein expression of the G protein-coupled inwardly-
rectifying K+ channels subunits 1 and 2 (GIRK1, GIRK2) and the regulating G-protein signaling (RGS12) in 
the CPu and SN.  
GIRK1 
Immunohistochemistry obtained with the anti-GIRK1 antibody confirmed the presence of GIRK1 in 
the CPu (Fig. 31) and the SN (Fig. 32). The cholinergic, parvalbumin, and somatostatin interneurons and 
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the medium-sized neurons of the CPu were immunoreactive for GIRK1 (Fig. 31B, C, D). Morphine 
treatment produced a rise of GIRK1 immunoreactivity (IR) in the medium-sized neurons (by 20%) vs. 
vehicle treated rats. PD168,077 and morphine + PD168,077 treatment did not altered GIRK1 IR in the 
medium-sized neurons vs. vehicle treated rats (Fig. 33A, C-C3). Morphine and/or PD168,077 
administration did not alter cholinergic interneurons GIRK1 IR (Fig. 33B). In the SN GIRK1 was mainly 
detected in the SNc dopaminergic neurons (Fig. 32B); however some non-dopaminergic cells of the SNr 
were also immunoreactive for GIRK1 (Fig. 32B1). Morphine or PD168,077 administration did not alter 
GIRK1 IR neither in the SNc nor in the SNr vs. vehicle administration (Fig. 34A, B, C-C2, D-D2). In 
contrast, morphine and PD168,077 co-administration produced a rise of GIRK1 IR in the SNc and the SNr 
(by 24%) vs. vehicle administration (Fig. 34A, B, C3, D3). 
GIRK2 
Immunohistochemestry obtained with the anti-GIRK2 antibody showed a weak GIRK2 
immunostaining of the CPu neuropil, and an intense immunostaining in the SN (Fig. 35). Morphine and/or 
PD168,077 treatment did not alter GIRK2 IR on the CPu vs. vehicle treatment (Fig. 36A). In the SNc 
GIRK2 was detected in somas of dopaminergic neurons (Fig. 35B). In the SNr GIRK2 was detected in 
dendrites of dopaminergic neurons (Fig. 35B1). Morphine or PD168,077 administration did not alter 
GIRK2 IR in the SNc vs. vehicle administration (Fig. 36B, C-C2). In contrast, morphine and PD168,077 co-
administration produced a rise of GIRK2 IR in SNc neurons (by 26%) vs. vehicle administration (Fig. 36B, 
C3). 
RGS12 
Immunohistochemestry obtained with the anti-RGS12 antibody confirmed the presence of RGS12 
in the cell nuclei of the CPu and the SN (Fig. 37). RGS12 immunoreactive nuclei were more 
immunoreactive and numerous in the medial than in the lateral CPu (Fig. 37A, A1). Morphine treatment 
produced a rise in the number of RGS12 immunoreactive nuclei of both the medial and the lateral CPu (by 
30%) vs. vehicle treatment (Fig. 38A, B, B1). PD168,077 treatment increase the number of RGS12 
immunoreactive nuclei in the medial CPu (by 27%) vs. vehicle treatment (Fig. 38A, C). Morphine and 
PD168,077 co-administration did not alter the number of RGS12 immunoreactive nuclei vs. vehicle 
administration (Fig. 38A, B3). In the SNc RGS12 was detected in the nuclei of dopaminergic neurons (Fig. 
37B) In the SNr RGS12 was observed in dopaminergic and non-dopaminergic cells (Fig. 37B1). Morphine 
administration increased the number of RGS12 immunoreactive nuclei in the SN (by 21%) (Fig. 39A, B, 
B1) whereas PD168,077 administration and morphine + PD168,077 co-administration did not alter the 
number of immunoreactive nuclei vs. vehicle administration (Fig. 39A, B2, B3). 
Partial discussion 
The increased levels of RGS12 in the striosomes and SNr projection neurons could contribute to 
hyperpolarization (Lüscher and Slesinger, 2010), and therefore to the inhibition of GABAergic neurons that 
regulate dopaminergic neurons, favoring the release of dopamine (Fig. 40). An increased GIRK1 
expression in the CPu projection neurons may also contribute to this process. However, it remains unclear 
the role of RGS12 in dopaminergic neurons of the SNc (López-Aranda et al., 2005; own observations) and 
the matrix of the CPu. Furthermore, its nuclear localization (Chatterjee and Fisher, 2000; Lopez-Aranda et 
al., 2005; own observations) suggests that it is involved in the control of gene transcription (Chatterjee and 
Fisher, 2002). 
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Stimulation of D4R blocks activation of the nigrostriatal dopaminergic pathway induced by 
morphine, resulting in restoration of normal striatal dopaminergic tone (Rivera et al., 2015). It has been 
suggested that this blocking effect is caused by the MOR heterologous desensitization in both the SN and 
the CPu (Rivera et al., 2015). In this work it has been shown that morphine and PD168,077 co-treatment 
blocks the rise of GIRK1 expression in the CPu and the  increase of RGS12 in both the CPu and the SN. 
These suggest that D4R can restore the GABAergic neurons excitability in both regions, and therefore the 
tonic inhibition on the SNc dopaminergic neurons. Furthermore, there is an increase in the expression of 
GIRK1 and GIRK2 subunits in dopaminergic neurons of the SNc, which could produce the 
hyperpolarization of these neurons (Lüscher & Slesinger, 2010) and the subsequent inhibition of dopamine 
release. Finally, the increase of GIRK1 in the SNr, because of morphine and PD168,077 co-tratment, 
could maintain the tonic release of dopamine.  
5. Behavior 
5.1. Conditioned place preference 
Conditioned place preference (CPP) paradigm was performed to test the influence of PD168,077 
on morphine reward properties. Morphine treated rats showed a strong preference for the drug-paired 
chamber vs. vehicle treated rats, whereas PD168,077 and morphine + PD168,077 treated rats presented 
neither preference nor aversion for the drug-paired chamber vs. vehicle treated rats (Fig. 41). 
5.2. Withdrawal syndrome  
 To test the effect of PD168,077 on the development of physical dependence to morphine, rats that 
were continuously treated with morphine and/or PD168,077 during 6 days were given a single injection of 
naltrexone. A severe withdrawal syndrome was precipitated, which appeared by the occurrence of several 
stereotypical behavioral responses. These responses were analyzed and classified into quantitative and 
qualitative signs and resulted in a global withdrawal value (Fig. 42A). The quantitative signs of withdrawal 
in rats (jumping, wet-dog shaking, teeth chattering, genital grooming) were observed immediately after 
naltrexone administration (Fig. 42B). The qualitative signs of withdrawal (ptosis, diarrhea, writhing posture, 
rhinorrhea and irritability) were evident at the 15-30 interval after the naltrexone injection, reaching the 
maximal score at the 30-45 interval (Fig. 42C). When PD168,077 was administered together with 
morphine, the lowest dose (1 mg kg–1 d–1) attenuated the quantitative (Fig. 42B) and qualitative (Fig. 42C)  
signs of withdrawal as well as the global withdrawal score (Fig. 42A), whereas the highest dose 
(1 mg  kg – 1 d–1) completely prevented the withdrawal syndrome (Fig. 42A-C). 
Partial discussion 
It is well known the ability of morphine to cause the development of CPP (Bard et al, 1984; Reid 
et al, 1989; Tzschentke, 2007) and withdrawal syndrome (Chartoff and Conney, 2014; Schulteis et al, 
2003; Kreek and Koob, 1998). Studies in knockout mice have shown that among the opioid receptors 
(MOR, DOR and KOR), only MOR is essential for morphine reward, development of dependence and 
analgesia (Matthes et al., 1996).  
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The human D4R was cloned for the first time in the early 90s (Van Tol et al., 1991), but little is 
known about this receptor. Studies on genetically modified mice have associated D4R with novelty seeking 
behavior and locomotor sensitization (Rubinstein et al., 1997; Thanos et al., 2010; Rondou et al., 2010). In 
humans, D4R has been associated with an increased susceptibility to alcoholism (George et al, 1993; 
Muramatsu et al, 1997) and abuse of opioids (Kotler et al, 1997). D4R has also been associated with 
relapse to drug-seeking (Di Ciano et al., 2014).  
According to studies of D4R has not rewarding properties (Koffarnus et al., 2012; Wolley et al., 
2008), which is consistent with the present results, as PD168,077 administration did not result neither in 
preference nor in aversion for its drug-paired chamber. Regarding the possible effect D4R on developing 
CPP generated by other substances, it has been observed that in D4R KO mice can be related to the 
development of CPP caused by amphetamine and methamphetamine, but not by cocaine (Thanos et al., 
2010). This work has also demonstrated the existence of an effect of D4R on the development of morphine 
CPP. When PD168,077 agonist is co-administered with morphine reinforcing properties of this opioid are 
removed. It has been recently shown that the development of morphine CPP depends on the presence of 
MOR in the striosomal GABAergic neurons that project to the SNc (Cui et al., 2014). As D4R is also 
expressed in those neurons (Rivera et al, 2002, 2003) its role in blocking morphine CPP would be related 
to direct MOR/D4R interaction in striatal projection neurons.  
The role of D4R in withdrawal remains unclear (Di Ciano et al., 2014). According to Mamiya et al 
(2004) the D4R antagonist L745,077 is able to block the increase of cAMP produced in rats chronically 
treated with morphine following administration of naloxone, in addition to reducing some of the quantitative 
signs of the withdrawal signs. By contrast, the results observed in this study show that stimulation with 
PD168,077, but not the blocking of D4R, reduces quantitative and qualitative signs of the withdrawal 
syndrome generated by chronic morphine administration. Only the highest dose (3 mg kg–1) can remove all 
the withdrawal signs. Differences in results may be due to the wide variety of regions involved in the 
development of morphine dependence. Not only the mesolimbic and nigrostriatal system but also the LC, 
the PAG (Koob et al, 1992.), amygdala, hippocampus, and bed nucleus of the stria terminalis (Mansour et 
al, 1995; Gracy et al. 1997) are involved in morphine dependence. As turn many intracellular pathways 
and receptors may be involved in these processes. However, both results indicate a strong influence of 
D4R in the development of morphine physical dependence. 
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V. CONCLUSIONS 
1. It has been shown for the first time that the μ opioid and dopamine D4 receptors co-immunoprecipitate 
in HEK293T cells, which suggests these receptors may form heteromeric complexes in the brain 
regions where they co-localize. Formation of MOR/D4R heterodimers is neither dependent on the 
variable number tandem repeats of the D4 dopamine receptor nor to the stimulation or blockade of 
receptors with ligands. 
2. The dopamine D4 receptor provokes μ opioid receptor desensitization by modifying its pharmacological 
characteristics, its signaling through the Gi/0 proteins, and its intracellular trafficking. In vivo, the 
dopamine D4 receptor prevents μ opioid receptor sensitization produced by acute and chronic 
morphine treatment in striosomes of the caudate putamen. 
3. It has been shown that the acute co-treatment with morphine and the D4 receptor agonist produces the 
up-regulation of a broad variety of genes in the caudate putamen, suggesting that D4 receptor 
counteracts the effects of morphine by multiple mechanisms. 
4. The acute administration of morphine and the D4 receptor agonist modifies the expression of GIRK1/2 
and RGS12 in the CPu and the SN. Changes induced by morphine on these proteins, could promote 
the firing rate increase of dopaminergic neurons, while those produced by the co-treatment with the D4 
receptor agonist could favor the restoration of function of these neurons. 
5. Activation of the dopamine D4 receptor blocks the rewarding properties of morphine and attenuates the 
somatic symptoms of withdrawal syndrome. 
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